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Uber den Nachweis und das Vorkommen des Kallikreius 
im Blut. 


VIII. Mitteilung iiber Kallikrein. 
Von 
H. Kraut, E. K. Frey unc ¥ Werle. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilbelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster und aus der 
Chirurgischen Klinik der Medizinischen /.kauemie in Diisseldorf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1933.) 


Bei den Versuchen, das Kallikrein im Blut aufzutinden, sind 
wir auf die merkwiirdige 'l'atsache gestoBen, daB das Kallikrein 
mit einem Bestandteil des Blutes eine chemische Verbindung ein- 
geht, der die pharmakologische Wirkung auf den Blutkreislauf 
fehlt.1) Auch das im Pankreas gebildete Kallikrein’) wird beim 
Ubertritt in das Blut inaktiviert. Es kénnen daher im Blutkreis- 
lauf groBe Mengen des Hormons in inaktiver Form vorhanden 
sein, wiihrend man natiirlich nicht erwarten kann, erhebliche 
Mengen eines Stoffes von so grofer Wirksamkeit darin aktiv 
anzutreften. Will man das Kallikrein im Blut nachweisen, so mub 
die inaktive Verbindung erst zerlegt werden. Die Menge des in 
Kreiheit gesetzten Kallikreins mifBt man im ‘Tierversuch durch 
den Vergleich mit der Wirkung bekannter Mengen des aus Harn 
gewonnenen Kallikreins. 

Dabei mub aber beriicksichtigt werden, dab im Blut auew andere auf 
den Kreislauf einwirkende Stoffe neben dem Kallikrein vorkommen oder 
sich in dem aus dem Korper entfernten Blut bilden kinnen. Das sind neben 
Histamin und Acetylcholin die von H. Freund’) aufgefundenen Blutgifte, 
in denen K. Zipf und E. Wagenfeld*) die Adenylsiure als einen Haupt. 
bestandteil nachweisen konnten. Die Wirkung des Histamins und der Ver- 
bindungen der Adenylsiiuregruppe auf die Pulsamplitude und den Carotis 
druck ist derjenigen des Kallikreins dhnlich. Wenn man daher mit Priipa-. 
raten aus Blut Amplitudensteigerung und Blutdrucksenkung hervorruft, so 


1) H. Kraut, E. K. Frey u. E. Bauer (II. Mitt.), Diese 4. 175, 97 (1928). 

*) H. Kraut, EK. K. Frey u. E. Werle (IV. Mitt.), Diese Z. 189, 97 (1930). 

®) Arch. f. exper. Path. 86, 266 (1920): 88, 39 (1920); 91, 272 (1921): 
H. Freund u. R. Gottlieb, Miinch. med. Wschr. 1921, 383. 

') Arch. f. exper. Path. 150, 70, 91 (1930). 
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ist damit der Nachweis des Kallikreins noch nicht erbracht, sondern es ist 
notwendig, auszuschlieBen, daB diese Beeinflussung der Carotisdruckkurve 
von anderen kreislaufaktiven Stoffen herriihrt. Zu dieser Abgrenzung eignet 
sich, wie in unserer II. Mitteilung ausfiihrlich beschrieben wurde, am besten 
die Feststellung, daB unveriindertes Serum die Wirkung der aus dem Blut 
freigelegten kreislaufaktiven Substanz wieder aufhebt, daneben auch der 
Kochversuch, der das Kallikrein zerstért. Keiner der anderen bekannten 
kreislaufaktiven Stoffe stimmt in diesen beiden Reaktionen mit dem Kalli 
krein iiberein. Acetylcholin wird allerdings durch Kochen in alkalischer 
Lésung rasch verseift, wodurch seine Kreislaufwirkung sehr zuriickgeht. 
Vom Kallikrein grenzen wir es aufer durch den Inaktivierungsversuch auch: 
noch durch sein Verbalten bei der Dialyse ab und durch den Versuch am 
atropinisierten Hund, an dem das Kallikrein unserer Blutpriparate im Gegen 
satz zum Acetylcholin seine volle Wirksamkeit behilt. 

Unter den Verfahren, die eine Zerlegung des inaktiven Kalli- 
kreins im Blut bewirken, mu fiir die quantitative Bestimmung 
des Kallikreingehaltes dasjenige ermittelt werden, das eine voll- 
stindige Spaltung herbeifiihrt. Zu dieser Priifung ist es am zweck- 
miBigsten, eine bekannte Menge Kallikrein durch Serum zu 
inaktivieren und dann den Grad der Wiederaufspaltung fest- 
zustellen. Nur bringt man dabei mit dem Inaktivator noch die 
in dem Serum selbst enthaltene unbekannte Menge inaktives Kalli- 
krein in den Versuchsansatz hinein. Wir haben daher die Frei- 
legungsverfahren in der Weise gepriift, da& wir nebeneinander 
zwei gleichgroBe Proben desselben Serums aufarbeiteten, von 
denen die zweite mit einer bekannten und von dem freien Inakti- 
vator dieser Serumprobe noch vollstiindig inaktivierbaren Kalli- 
kreinmenge versetzt wurde. Die Freilegung ist dann vollstiindig, 
wenn in der zweiten Probe die Summe des aus der ersten Probe 
erhaltenen und des der zweiten Probe zugesetzten Kallikreins 
gefunden wird. Nach unserer Erfahrung erhilt man allerdings 
selten mehr als 70—80°/, des zugesetzten Kallikreins wieder, da 
eine langsame Zerstérung des Kallikreins im Serum eintritt. Diese 
Priifungsmethode ist insoweit vollwertig, als aus dem freien 
Inaktivator und dem zugesetzten Kallikrein dieselbe inaktive Ver- 
bindung entsteht, die sich im Blut befindet. Es wire méglich, 
wenn auch nicht gerade wahrscheinlich, daB im Blut noch andere 
kallikreinhaltige Verbindungen vorkommen, die durch die bisherigen 
Zerlegungsmethoden nicht erfaBt werden. 


I. Die Zerlegung des inaktiven Kallikreins durch Saure. 


Urspriinglich haben wir die Zerlegung des inaktiven Kalli- 
kreins durch Ansiuern bewirkt. Die Inaktivierungsreaktion ist 
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nimlich von der Wasserstoffionenkonzentration abhiingig; sie be- 
sitzt ein Optimum im schwach alkalischen und tritt im stiirker 
saueren Gebiet tiberhaupt nicht mehr ein.') Allerdings ist die 
Veriinderung des Blutkreislaufes durch die intravenédse Ein- 
spritzung von angesiiuertem Blut oder Serum sehr ungleich. Fast 
immer wird das Versuchstier mehr oder weniger vergiftet und 
dadurch ein sicheres Urteil iiber die Art der Kreislaufwirkung 
erschwert. Dabei wirkt das Gesamtblut éfter und in stiirkerem 
MaBe toxisch als Serum oder Plasma. 

Unmittelbar vor der Einspritzung des angesiiuerten Blutes 
muB die zugesetzte Séiure durch die iiquivalente Menge Natron- 
lauge abgestumpft werden, da schon die Injektion von Siure eine 
dem Kallikrein fihnliche Kreislaufwirkung hervorruft. Je nach 
der Reaktionsfihigkeit des Versuchshundes wirken 2—5 ccm 
n/1-Salzsiure bei intravenéser Einspritzung wie 1K.E. Es ist 
méglich, aber nicht beweisbar, dab auch diese Veriinderung des 
Blutkreislaufes tatsiichlich auf das Kallikrein zuriickgeht, indem 
durch die p,,-Anderung in einem Teil des Blutes aus der in- 
aktiven Verbindung Kallikrein in Freiheit gesetzt und zur Wirkung 
gebracht wird. 

Um die Vorgiinge, die sich beim Versetzen von Blut oder 
Serum mit Saéure abspielen, richtig beurteilen zu kénnen, ist es 
notwendig, das Verhalten des dem Serum zugesetzten Kallikreins 
genau zu studieren. Bringt man nach eingetretener Inaktivierung 
das Gemisch von Kallikrein und Serum mit Salzsiiure ungefahr 
auf p,, 2 und lat diese Reaktion einige Minuten einwirken, so 
wird die Inaktivierung riickgiingig gemacht. Aber die Menge des 
im Tierversuch dann nachweisbaren freien Kallikreing betrigt nie 
100°/,, und sie wird immer geringer, je lingere Zeit nach dem 


Vermischen des Kallikreins mit Serum verstrichen ist. 


Wir versetzten z. B. 10 cem menschliches Serum mit 20 K.E. (in 2,5 eem 
Lésung) und iiberzeugten uns nach °/, Stunden, daB alles inaktiviert war. 
Nun wurde zu der Hiilfte des Ansatzes 1 cem n/1-Salzsiure zugegeben. 
Nach 2 Minuten waren 25°), reaktiviert, nach 10 und nach 35 Minuten die- 
selbe Menge. Zur Reaktivierung scheinen also 2 Minuten auszureichen. 
(Den tatsichlichen Umfang der Reaktivierung kapn man auf diese Weise 
allerdings nicht genau ermitteln; denn lift man die Aciditit von py 2 noch 
lingere Zeit bestehen, so nimmt die nachweisbare Kallikreinmenge 
wieder ab, weil das Kallikrein bei dieser Reaktion rasch zerstért wird.) 
Mit einem anderen Menschenserum haben wir den Inaktivierungsansatz vor 
der Siiurezugabe zunichst 20 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden stehen 
11H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle (VI. Mitt.), Diese Z. 192, 1 (1930). 

6* 





76 H. Kraut, Kk. K. Frey und E. Werle, 


lassen und dann je 2 Minuten auf p;, 2 gehalten. Dadurch wurden 20, 20 
und 10°/, des zugesetzten Kallikreins reaktiviert. In einem weiteren Bei- 
spiel wurden 2 Stunden nach dem Inaktivierungsansatz durch das Ansiuern 
35°/, reaktiviert, nach 48 Stunden fast nichts mehr. 

Hieraus folgt, daB die inaktive Verbindung, die sich bein 
Zusatz von Serum zu Kallikrein bildet und bei p,, 2 in 2 Minuten 
zerlegt wird, nur kurze Zeit in dieser Form bestiindig ist. Man 
kann daher wieiss erwarten, sie im normalen Blut regelmiBig an- 
zutreffen. ‘Tatsichlich sind die Fille sehr selten, in denen wir 
durch Ansiiuern auf p,, 2 in wenigen Minuten schon einwandfrei 
Kallikreinwirkung aus Serum erhalten konnten. 

Zahlreiche Beobachtungen lehrten nun, daf bei lingerer 
Kinwirkung von Siure auf Serum allmiahlich im Verlauf von Stunden 
und Tagen freies Kallikrein auftritt. Hier muB es sich also um 
einen anderen Vorgang handeln. Wihrend in den oben ge- 
schilderten Versuchen die Freilegung des Kallikreins durch Siure 
fast augenblicklich erfolgte, so daB nach einer Kinwirkung von 
2 Minuten das Maximum der Kallikreinwirkung beobachtet wurde, 
tritt hier friihestens nach 1 Stunde das erste Anzeichen der 
(zegenwart von freiem Kallikrein auf. Die Geschwindigkeit dieser 
Freilegung nimmt zwar mit steigender Aciditiit zu, zugleich aber 
auch die Zerstérung des freigelegten lallikreins. 

So fanden wir nach Ansiiuern eines Schweineserums auf py 2,2 nach 
4 Stunden in 1 cem 0,65 K.E., nach 21 Stunden nichts mehr. Bei einem 
Pferdeserum, das auf py 2,5 gebr: acht wurde, war nach 30 Minuten noch 
kein Kallikrein nachzuweisen, nach 75 Minuten 1K.E. aus 5,5 ccm Serum: 
nach 16 Stunden war das Kallikrein wieder verschwunden. Es ist deshalb 
besser, statt stiirkerer Siiure eine Aciditit, die vom freien Kallikrein noch ver- 
tragen wird, z. B. py 5 liingere Zeit auf das Serum einwirken zu lassen. Aus 
einem Pferdeserum wurde so in 75 Minuten noch kein Kallikrein freigelegt, 
nach 5 Stunden 1 K.E. aus 17cem Serum. Gelegentlich sahen wir nach 5 Stun- 
den noch keine Wirkung. Nach 24 Stunden haben wir eine Zunahme der 
freigelegten Kallikreinmenge nicht mehr beobachtet, und daher alle spiiteren 
Versuche mindestens 24 Stunden autbewahrt. 

Anfangs stellten wir die gewiinschte Aciditiéit durch Acetatputter ein. 
Da wir aber fanden, dab die Acetationen selbst eine gewisse, und zwar 
kochbestindige Kreislaufwirkung (AmplitudenvergréBerung) hervorrufen, 
brachten wir alle spiiteren Proben mit n/1-Salzsiiure auf py, 4,5—5,5. Die 
Tab. 1 enthiilt eine Zusammenstellung der nach dieser Methode ausgefiihrten 
Versuche. 

Es ist auffallend, daB immerhin in 2 der darauf gepriiften 8 Fiille der 
Tab. 1 die Abgrenzungsversuche die Anwesenheit anderer kreislaufaktiven 
Stoffe erwiesen. Zu einem Teil beruht dies wohl auf der Gegenwart von 


Adenylsiiure, auf die allerdings unser Versuchstier, der Hund, nach den 
Untersuchungen von H. Weese iiber die biologische Ausw ertung des Kalli- 
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kreins') nur wenig anspricht. Nach den Angaben von K. Zipf?) ist das 
Kochen des neutralen oder angesiiuerten Blutes eine Darstellungsmethode 
der ,,depressorischen Substanz“ des Blutes, die von ihm als Adenylsiiure 


Tabelle 1. 


Kallikreinwirkung von Blut nach Ansiiuern. 





Dauer der Te Nachweis- 
Tierart | py, |Saéure (HC))- ©™P+) bare K.E. Bemerkungen 
Einwirkung | 1 ° in 1 cem 
1] Pferd [3,7 | 30 Min. 20 unwirksam 
$717 , 20 0,2 
» 3,7 | 30 - 20 0,5 
3 3,7 35 ‘io 20 unwirksam 
3,7 6,5 Stdn. 20 0,25 
sti: ., 20 0,1 
5 3,7 45 ,, 20 0,05 Kochbestiindig 
6 ; 3,7 5 - 20 0,3 Kochunbestiindig 
7 3,7 65 20 0,3 Z. Tl. durch Serum 
8 a 3,7 16 = 20 unwirksam inaktivierbar 
9 (ae oe 20 ‘ 
10 . 50 | 36, 20 “ 
1 ‘ 51 | 48s, 20 
l tind [40 | 25 ,, 20 
2 ‘4 4.5 | 30 Min. 20 . 
4.5 Stdn. 20 schwach 
wirksam 
24 “ 20 0,08 Kochbestiindig 
3 i 8,7 3 - 20 unwirksam 
4 “a 5,0 38 a 20 vs 
D ‘i 5,0 48 ” 20 
| | Schwein] 5,1 | 48 - $5 / 
2 2,2 4 ss 35 0,65 Kochunbest., Inakt. 
21 es 35 unwirksam m. Mensch.-Serum 
3 i 2,1 21 is 35 0,33 Kochunbestiind., in 
1 | Mensch ] 2, 5, 15, 60, 20 unwirksam Ne P durch 
80 Min. Menschenserum 
2 9 2,0 1, 3, 6, 10, 20 
35 Min. 
3 “ 5,14] 18 Stdn. 35 1.0 Kochunbest.. Inakt. 
d. Mensch.-Ser. u. 
Inaktivator aus 
Rinderlymphdriis. 
{ a 5,12] 24 g. 37 0,5 Kochunbest. inaktiy. 




















erkannt wurde. Ofters erhiilt man nach dem Ansiiuern die vereinigte Wir 
kung der beiden Substanzen, so daf durch Kochen oder durch Inaktivieren 
mit Serum nur ein Teil der Kreislaufwirkung verschwindet. 


) Arch. f. exper. Path., im Druck. 
*) Arch. f. exper. Path. 160, 579 (1931). 
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Das Verfahren der langdauernden Einwirkung schwacher 
Saiuren haben wir schon in den Versuchen zu unserer II. Mit- 
teilung als Nachweis des Kallikreins verwendet. Die Vergiftung 
der Versuchstiere sollte durch eine Verdauung des Blutes oder 
Serums mit Papain unter gleichzeitiger Dialyse vermindert werden, 
wodurch der gréBte Teil der begleitenden Eiweibkérper verschwand. 
Da alle bekannten kreislaufaktiven Stoffe auBer Kallikrein dic 
Pergamentmembran passieren, konnte das Auftreten derartiger 
Stoffe im angesiuerten Serum damals nicht beobachtet werden. 
Die gewahlte Reaktion von p,, 5 entsprach dem Wirkungsoptimum 
des Papains. In der II. Mitteilung ist die Ansicht ausgesprochen 
worden, da8 die Freilegung des Kallikreins durch dieses Verfahren 
nicht auf die Enzymwirkung, sondern auf das Ansiuern zuriick- 
zufiihren sei. Papain ist nimlich ohne nachweisbaren Einflub 
auf die inaktive Verbindung des Kallikreins, obwohl es den freien 
Inaktivator zerstért. Aber wir haben nun erkannt, daB zwischen den 
Versuchen des einfachen und kurz dauernden Ansiuerns und denen 
der tagelangen Papainverdauung ein wesentlicher Unterschied 
bestand, nimlich die Dauer der Siurewirkung. Die beiden Ver- 
fahren zerlegen ganz verschiedene Formen des inaktiven Kalli- 
kreins. 

Man koénnte annehmen, daf fiir diese beiden Formen je ein 
besonderer Inaktivator des Kallikreins vorhanden ist. Es ist aber 
méglich und sogar wahrscheinlicher, daB dafiir nur eine chemische 
Substanz notwendig ist, daB aber der eigentlichen Verbindung 
zwischen Kallikrein und Inaktivierung eine lockere Additions- 
verbindung vorangeht, der auch schon die pharmakologische Wir- 
kung des Kallikreins fehlt. Die lockere Additionsverbindung wird 
nach dieser Auffassung durch Siiure augenblicklich zerlegt, die 
eigentliche inaktive Verbindung aber langsam und unvollstiindig. 
Der Ubergang dieser losen in die feste Inaktivierungsform erfolgt 
nicht immer mit gleicher Geschwindigkeit. Er dauert mindestens 
1 Stunde und nicht linger als 1 Tag. 

Zur quantitativen Bestimmung des Kallikreins im Blut ist 
aber auch das Verfahren der langdauernden Einwirkung schwacher 
Siure unzulinglich. Es liefert sehr wechselnde Ausbeuten und 
erfordert dazu eine nachfolgende Dialyse zur Entfernung anderer 
kreislaufaktiver Stoffe oder einen quantitativen Abgrenzungsversuch 
durch Kochen oder Inaktivierung. Vor allem aber gelingt es fast 
nie, zugesetztes Kallikrein, das schon in die feste Inaktivierungs- 
form iibergegangen ist, in gréSerem Umfange wieder in Freiheit 
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zu setzen. Das ist nur méglich, solange noch die lockere Bindung 
zwischen Kallikrein und Inaktivator vorliegt. Wir waren daher 
genotigt, nach anderen Verfahren der Kallikreinfreilegung zu suchen. 
Anstatt von frischem Blut oder Serum auszugehen, stellten wir 
dazu, um ein einheitliches Ausgangsmaterial fiir den Vergleich 
verschiedener Freilegungsverfahren zu haben, durch Behandlung 
mit Aceton und Ather haltbare Trockenpulver aus Blut und Serum 
dar. Als wir diese Trockenpulver in Wasser autlésten, fanden wir, 
daB in den wiBrigen Extrakten ganz von selbst freies Kallikrein 
entstand. 


Il. Die Freilegung des Kallikreins aus menschlichem Serum mit Aceton. 


Wenn man das weibe Trockenpulver, das durch Behandeln 
von menschlichem Serum mit Aceton und Ather entsteht, in 
Wasser auflést, so tritt im Verlauf von einigen Stunden geringe 
Kreislaufwirkung ein, die durch Kochprobe und Inaktivierungs- 
versuch einwandfrei dem Kallikrein zugeschrieben werden konnte. 
Die Geschwindigkeit der Freilegung hiingt von der Wasserstofi- 
ionenkonzentration ab und ist am gréBten bei neutraler oder 
schwach alkalischer Reaktion. 

Bei py 5,8 ist die Freilegung noch deutlich nachzuweisen: z. B. er 
hielten wir nach einem Tage 2 Einheiten freies Kallikrein aus 1 ccm eines 
Menschenserums. Beim Lésen desselben Trockenpulvers in n/20-Essigsiure 
stellte sich ein py von 4,7 ein, und nach einem Tag war noch keine Spur 
von Kallikreinwirkung vorhanden. Diese Aciditit wird von Kallikrein 
liingere Zeit vertragen, das Fehlen der Wirksamkeit beruht also nicht aut 
seiner Zerstérung. Auch erhielten wir in einem weiteren Tag fast die volle 
Wirkung von 2 K.E. aus 1 cem Serum, als wir durch Natriumbicarbonat 
diese Liésung von py, 4,7 auf 9,0 brachten. In einem anderen Versuch ent- 
standen bei der Liésung in m/40-Natriumbicarbonat (pq 9,2) und in Ammoniak- 
ammonchloridpuffer von py 8,9 nach 24 Stunden je 3 K.E. aus 1 eem; in 
n/20-essigsaurer Lésung (p;; 4,2) war nach dieser Zeit eben eine geringe Kalli- 
kreinwirkung zu beobachten, Ebenso steil ist der Abfall der Reaktions- 
geschwindigkeit im alkalischen Gebiet. Ein Serumtrockenpulver lieferte in 
Natriumbicarbonatlésung von py, 9,0 in einem Tage 4 K.E. pro Kubikzenti 
meter Serum; bei py 10,0 (durch Zusatz von Natronlauge eingestellt) trat 
in derselben Zeit keine Spur einer Wirkung auf. Nach Neutralisieren dieses 
zweiten Ansatzes mit Salzsiiure und Einstellen mit Natriumbicarbonat auf 
Py 9 wurden in weiteren 24 Stunden ebenfalls fast 4 K. E. pro Kubikzenti 
meter Serum freigelegt. Infolge dieser Beobachtungen lésen wir stets die 
Trockenpulver aus menschlichem Serum in m/40-Natriumbicarbonat zum py, 
von 9,0—9,4, worin sie sich leichter als in reinem Wasser auflésen. 

Bei dieser Alkalitiit dauert die Freilegung meist 10—15 Stunden, In 
der ersten halben Stunde ist nie eine Wirkung zu beobachten. Es kam vor. 
daB trotzdem schon nach 4 Stunden die volle Wirkung da war. Wir er- 
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hielten aber auch aus 1 ccm Serum nach 4 Stunden erst die Wirkung yon 
0,1 K.E., nach 14 Stunden von 1K.E. In einem Versuch mit anderem Serum 
waren uach 7 und nach 18 Stunden je 4 K.E. pro Kubikzentimeter Serum 
vorhanden. (Manchmal hiingt eine langsame Freilegung auch mit unvoll- 
stindiger Auflésung zusammen.) 

Alle diese Versuche sind bei Zimmertemperatur zwischen 20 und 24 
angestellt. Durch Temperaturerhéhung wird die Freilegung beschleunigt, 
so daB einmal bei 37° schon nach 5 Stunden keine Vermehrung der W irkung g 
mehr beobachtet wurde, wiihrend bei 0° nach dieser Zeit nur sehr geringe 
Wirkung auftrat. In einem anderen Versuch erhielten wir bei 37° nach 
140 Minuten 0,5 K.E. pro Kubikzentimeter Serum, bei 0° in 170 Minuten nur 
0,3 K.E. Bei 37° und py, 9 ist aber die Zerstérung des Kallikreins schon 
so deutlich, daB nach 24 Stunden wesentlich weniger Kallikrein nachweis- 
bar ist. 

AuBerdem liBt sich eine Abhiingigkeit der Freilegungsgeschwindigkeit 
von der Substratkonzentration feststellen. Lést man das aus je 1 ccm Serum 
gewonnene Trockenpulver einmal in 2, das andere Mal in 1 ecm m/40-Natrium 
bicarbonat auf, so erfolgt die Freilegung des Kallikreins in der konzen- 
trierteren Liésung (obwohl diese oft unvollstindig ist) viel rascher als in 
der verdiinnteren. Z. B. ergab die konzentriertere Lisung nach 2'/, Stunden 
0,5 K.E., die verdiinntere nur 0,24 K.E. 

Fast immer finden wir auf diese Weise in 1 ccm mensch- 
lichem Serum mindestens 1 und manchmal bis zu 6 K.E. In der 
sroBen Mehrzahl der Fille erhilt man durch das Ansiiuern von 
Serum nur einen kleinen Bruchteil derjenigen Kallikreinwirkung, 
die man durch die Behandlung mit Aceton hervorrufen kann. 
Immerhin haben wir aus menschlichem Serum gelegentlich 40°/,, 
einmal sogar fast 100°/, der durch das Acetonverfahren frei- 
legbaren Kalhkreinmenge mittels Ansiuern nachweisen kénnen. 
Daraus geht mit Sicherheit hervor, da8 durch das Ansiiuern und 
durch das Acetonverfahren dieselbe inaktive Verbindung des 
Kalhkreins zerlegt wird. 

Der Versuch, bei dem durch Ansiiuern und durch Aceton- 
behandlung dieselbe Kaliikreinmenge erhalten wurde, lieferte iiber- 
haupt die gréBte durch Siure freilegbare Kallikreinmenge, niim- 
lich 1 K.E. aus 1 cem Serum. Schon Mengen von 0,3 K.E. pro 
Kubikzentimeter kann man nur in seltenen Fillen erwarten, wahr- 
scheinlich nur dann, wenn kurz vor der Blutentnahme eine reich- 

liche Ausschiittung von aktivem Kallikrein in die Blutbahn erfolgt 
war. Es kam wiederholt vor, dab man aus demselben Serum 
durch Ansiiuern kein Kallikrein, aber durch das Acetonverfahren 
ganz normale Mengen erhielt. 

[In den roten Blutkérperchen ist wesentlich weniger Kalli- 
krein nachweisbar, als im Serum oder Plasma. In einer mit Oxalat 
dargestellten Blutkérperchenfraktion war z.B. 0,1 K.E. im Kubik- 
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yentimeter, Wihrend das Plasma 2k... im Kubikzentimeter be- 
sab. In einem zweiten Beispiel waren in 1 ccm Plasma 2,5 K.E.., 
in 1 com gewaschener Blutkérperchen nur 0,03 K.E. nachzuweisen. 
Ks scheint, daB die Anwesenheit der Blutkérperchen die Frei- 
legungsreaktion hemmt oder die Wirksamkeit des Kallikreins be- 
eintrichtigt, denn aus dem Gesamtblut dieses Versuches erhielten 
wir nur 0,5 K.E. pro Kubikzentimeter, wiihrend wir nach der 
Volumenausbeute an Plasma mindestens 1K.K. hitten finden 
miissen. Wir verwenden daher zum Nachweis des Kallikreins 
stets Serum oder Plasma. 

[In den weiBen Blutkérperchen, die wir teils nach Szilard') 
aus Blut gewannen, teils in Form von sterilem Eiter yerwendeten, 
ist weder freies, noch inaktives Kallikrein enthalten. 

Ks ist eim groBer Vorzug, daB sich bei diesem Verfahren 
aus dem menschlichen Serum keine anderen kreislaufaktiven Stoffe 
neben dem Kallikrein bilden. Von den 70 Bestimmungen, die die 
Tab. 2 verzeichnet, sind bei 25 Kochproben und Inaktivierungs- 
versuche angestellt worden, und in allen Fillen ist dadurch die 
Kreislaufwirkung verschwunden. Auch sind die gefundenen Kalli- 
kreinmengen so grob, daB man nach anderen Verfahren aus 
denselben Serummengen keine auch nur annihernd so starke 
Kreislaufwirkung erhalten kann. Mehrfach stellten wir nach der 
Vorschrift von Kk. Zipf und E. Wagenfeld (a. a. 0.) Adenyl- 
siure aus menschlichem Serum dar. Die aus 10 ccm Serum 
sewonnene Adenylsiiure entsprach in ihrer Kreislaufwirkung z. B. 
0,55- 0,380- OK.E., wihrend in den Parallelversuchen nach dem 
Acetonverfahren aus 10 ccm Serum 30- 5- 25 K.E. erhalten wurden. 
Auch ist die Bialsche Reaktion aut Adenylsiiture mit den 2 ccm 
Serum entsprechenden Mengen negativ. Zur Kontrolle setzten wir 
die der Kreislaufwirkung von 1 ccm Serum entsprechende Adenyl- 
siure (3 mg) zu und wiederholten die Bialsche Probe. Es trat 
die Blaugriinfirbung in normaler Stiirke auf, so daB diese Reak- 
tion nicht etwa in den Serumpriaparaten durch die Gegenwart 
besonderer Stofte verhindert sein kann. Fiir Kallikrein und gegen 
die anderen kreislautaktiven Stoffe spricht auch, da8& man die 
Acetonpriiparate aus Serum 2 Tage lang durch Pergament oder 
Cellophan dialysieren kann, wobei nur 10 bis héchstens 20°/, der 
reislautwirkung verloren gehen. Unter den bekannten kreislauf- 
aktiven Stoffen ist nur das Kallikrein derart hochmolekular. 





1) Pfliigers Arch. 211, 597 (1925). 
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Tabelle 2. 
Kallikreinbestimmung in Menschenseren. 
he S tz) 
2 | Ver- Slzeleele slau 
<= | suchs- Verfahren 1S ol4 2/8 S].2—4] Bemerkungen 
=, ‘ Bia bleating) oe 
7, | person s SFP ies 
1 | Aceton-Athertrockn.,}1,4) + 
Bicarbonatlésung 
2 F desgl. 4,0] + 3,3 | 0,8 
3,A. @¢! desgl. 16} + 
4 3 desgl. 4,0} + 
5 3 desgl. 10) + | + 
6 é desgl. 1,0 
7 rou desgl. 3,0 
8 ro desgl. 1,3 
9 J desgl. 1,4 
10 2 desgl. 2,8 
11 2 desgl. 2,5 
12 2 desgl. 3,0 
13] H.K. ¢ desgl. 4,0} + 7,7 | 1,9 
14] Ders desgl. 2,0 4,0 | 2,0 
15}Sz. ¢ desgl. 5,6 + | 7,7 | 1,4 
16] Ders desgl. 2,5 + | 4,0 | 1,6 
17; Rk. ¢ desgl. 2.51 + + | 5,0 | 2,0 
18] Ders desgl. 2,9 + | 2,5 | 0,9 
i9/H. ¢ desgl. 2,9) + | + | 3,3 | 1,1 | Bialsche Probe 
20] Ders. desgl. 3,6] + | + | 2,9 | 0,8 negativ 
21) W. ¢& desgl. 3,21 + + | 2,9 1] 0,9 
221G. ¢ desgl. 2,6] + | + | 2,9] 1,1 
a3/K. desgl. 1,9 
241/Sch. 9 desgl. 2,5 
251B. ¢ desgl. 25 
26;E. desgl. 2,5 4 
27|)M. ¢& desgl. 3,6 
28iT. o desgl. 2,0 
29/St. ¢ desel. 2,0 
30} He. Q desgl. 2,5 
31}Sch. ¢ desgl. 1,9] + 1,5 | 0,8 
32] My. & desgl. 2,77 + | + | 2,0 | 0,7 
83,A. desgl. 1,6 2,6 | 1,6 
34/E. of desgl. 2,2 2,6 | 1,2 
SiL. g desgl. 3,3) + | + | 2,2 | 0,7 
36}M. ot desgl. 2,2 
871 Li. 9 desgl. 2,0 
3881H. Gi a) desgl. Ry | 
b) 30°/, Aceton 15} + 4. 
39} O 2 | Aceton-Athertrockn., | 1,8 + 
Bicarbonatlésung 
40}M. ¢t desgl. 2,2 
41}He. ¢ desgl. 1,5 + 
4210. ¢ desgl. 2,0 
43/ Bl. ¢ desgl. 1,3 4,0 | 3,1 | Bialsche Probe 
44 os desgl. 2,2 negati\ 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 
ie | Ver- Slave Pleo § ae 
- suchs- Verfahren = SClaé } 2 | Bemerkungen 
x 7, | person ie oalian) (8 ae a8 
45!Ho. gf} Aceton—Athertrockn., 1,8! 
Bicarbonatlésung 
46 3 desgl. 1,3 2,0 } 1,5 
AT Q ’ desgl. 1,0 
48 desgl. 2,0 
49 desgl. 0,6 
50 desgl. 2,0 2,0 | 1,0 
51 desgl. 1,5 
52 desgl. 1,3 2,0 | 1,5 
53 desgl. 1,1 
54 desgl. 2,3 5,0 | 2,2 
55 desgl. 4.0] + + | 4,0 | 1,0 
56 desgl. 2,0 
57 desgl. 2,1 
58 desgl. 2,3 
59 desgl. 2,0] + 
60 desgl. 1,7 Bialsche Probe 
61 desgl. 0,8 negativ 
62 desgl. 1,0 
63 30°/, Aceton 3,0 
be 64 a) 30°, 9 2,9 
tiv b) 14°/, Methyl-iithyl- | 2,5 
keton 
c) 4°/, Methyl - pro- ]2,5 
py!-keton 
d) 6°9/, Diithyl-keton | 2,5 
65 a) 30°/, Aceton 1,5 
b) Alkohol—Athertr., {1,8 
Bicarbonatlésung 
c) 10°/, Glucose 0 
d) 20°/, - 0 
e) 40°, ‘ 0 
f) 30°/, Fructose 0 
g) 10°/, Glycerin 0 
h) 20°/, 0 
i) 30°, - - 0 
66 a) Methylalkoh.—Ath.- ]0,8} + 
Tr., Bicarbonatlsg. 
b) Athylalkohol—Ath.- | 2,0 + 
Tr., Bicarbonatlsg. 
¢c) Isopropylalk.—Ath.- | 2,0 
Tr., Bicarbonatlsg. 
d) Acet.-Athertrockn., |1,5 
Bicarbonatlésung 
67 desgl. 2,0 8,0 | 4,2 | Nach 24 Stdn. 
Dialyse 10°/, 
e Kallikrein- 
\ verlust 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 
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| Ver- S|2e]2 fle s/Re 
s | suchs- Verfahren ais eles 2+] o = | Bemerkungen 
> | person c salon (oi aah EE 
68 30°/, Aceton 1,3 Am _ atropinis. 
69 a) 1% 7 0 Hund ebenso 
b) 2° 0 wirksam 
c) 4°, ‘ 0 
gd) 7%, m 0 Nach 5 Stdn. 
0,1 — a 
e) 14°/, 1,0 D 
1,5 72 
f) 30°/, - 2,0 5 
‘ 3,0 72 
70 a) Acet.—Athertrockn., | 4,0 
Bicarbonatlésung 
b) Ammonsulfathalb- |0 
sittigung 
c) Ammonsulfathalb- | 4,0 
sitt., Aceton-Ath.- 
Tr., Bicarbonatlsg. 





Wenn man daher zu der Annahme berechtigt ist, daB nach 
dem Acetonverfahren nur Kallikrein aus dem Blut in Freiheit 
gesetzt wird, so war es noch notwendig, die Vollstiindigkeit der 
Freilegung zu priifen, bevor dieses Verfahren als quantitative 
Bestimmungsmethode des Kallikreins im Blut verwendet werden 
konnte. Dazu gaben wir z. B. 20 K.K. zu 10 ccm menschlichem 
Serum, priiften die Vollstiindigkeit der Inaktivierung, behandelten 
mit Aceton und Ather und listen die Trockenpulver in m/40- 
Natriumbicarbonat. Merkwiirdigerweise dauert die Reaktivierung 
des zugesetzten Kallikreins fast immer linger als die Freilegung 
des im Serum selbst enthaltenen Kallikreins. Meist war nach: 
24 Stunden erst soviel Wirksamkeit vorhanden, als dem Kalli- 
kreingehalt des Serums allein entsprach, nach 48 Stunden dazu 
noch bis 50°/, des zugesetzten, nach 3 Tagen bis 75°/,. Nach 
4 ‘Tagen war in einigen Fillen die Summe des zugesetzten und 
des im Serum enthaltenen Kallikreins wirksam. Offenbar ist die 
in der Zeiteinheit freilegbare Menge begrenzt, und es kann nicht 
mehr als eben das im Serum allein enthaltene Kallikrein in 
24 Stunden freigelegt werden. Auferdem ist anzunehmen, dab 
bei p,, 9 in mehreren Tagen schon merkliche Zerstiérung des frei- 
gelegten Kallikreins eintritt. Wir glauben daher, daB das ge- 
schilderte Verfahren in 24 Stunden das im Serum yorhandene 
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Kallikrein restlos erfaBt. Zur quantitativen Bestimmung des Kalli- 
kreins im Serum bedienen wir uns der folgenden Vorschrift: 

5 cem Serum werden mit der 6 fachen Menge Aceton unter 
Riihren versetzt, wobei ein weiBer, rasch absitzender Niederschlag 
entsteht. Nach 10 Minuten wird zentrifugiert, nicht zu schartf, 
damit sich der Niederschlag wieder leicht in Aceton zerteilen liBt. 
Die iiberstehende gelbe Fliissigkeit wird abgegossen und erneuert. 
Nach 10 Minuten folgt eine Behandlung mit dem Gemisch von 
15 ccm Aceton und 15 ccm Ather, dann eine 2 malige mit 30 ccm 
Ather. Das erhaltene Pulver wird sofort ohne ‘Trocknung in 
10 ccm m/40-Natriumbicarbonatlésung suspendiert. Durch Zer- 
teilen mit einem Glasstab bringt man das Pulver meist in 15 bis 
20 Minuten vollstiindig in Lésung. Manche Pulver lésen sich 
erst iiber Nacht vollstaéndig, wenige hinterlassen einen kleinen 
unléslichen Rest, der abzentrifugiert wird. Vom Zusatz der Bi- 
carbonatlésung an bleiben die Priparate bei Zimmertemperatur 
24 Stunden oder bei 37° 5 Stunden stehen, dann werden sie 
mit verdiinnter Salzsiure vorsichtig neutralisiert, und Proben davon 
dem Versuchstier eingespritzt. 

Es ist nicht méglich, an Stelle von reinem Aceton fiir diese Versuche 
technisches Aceton zu verwenden. Die Ausbeute an Kallikrein ist dabei 
auch nach tagelangem Stehen fast Null. Versuche mit freiem Kallikrein 
haben ergeben, daB es von technischem Aceton in dieser Zeit nicht an- 
gegrifien wird. Es fallt auf, daB nach 3 stiindigem Stehen mit technischem 
Aceton das Serumeiweif gallertig verquollen und in Natriumbicarbonat- 
lésung fast unléslich geworden ist, wiihrend dasselbe Serum nach 3 stiindiger 
sehandlung mit reinem Aceton seine leichte Léslichkeit beibehiilt. 

Wir haben uns bemiiht, durch ein genaues Studium der Bedingungen 
das Wesen dieser Freilegungsreaktion zu erkennen. Die einfachste Még- 
lichkeit war, daB durch die Behandlung mit Aceton und Ather der Inakti- 

vator selbst entfernt werde. Wir haben daher die zur Fallung und Trock- 
nung verwendeten Aceton- und Athermengen im Vakuum eingedampft, die 
zuriickbleibende gelbe Fliissigkeit auf das “urspriingliche Serumvolumen ge- 
bracht und darin das Trockenpulver aufgelist. Die Freilegung ging darin 
ebenso vollstindig vor sich, wie in dem nur in Natriumbicarbonatlésung 
aufgelésten Trockenpulver. Der Inaktivator wird also nicht bei der Extrak 
tion unverindert entfernt, sondern zerstért. 

Um zu priifen, wie lange das Aceton einwirken mub, fillten wir ein 
Serum durch Zusatz der 6fachen Menge Aceton, zentrifugierten rasch ab 
und lésten den Niederschlag ohne zu trocknen sofort in Natriumbicarbonat 
lisung. Wiihrend eine mit Aceton und Ather getrocknete Probe 4 Stunden 
nach dem Auflésen die volle Wirksamkeit von 4 K.E. pro Kubikzentimeter 
Serum erlangte, war das nur einmal mit Aceton gefiillte und sofort wieder 
aufgeléste Serum nach 61/, Stunden noch ohne Kreislaufwirkung, aber nach 
24 Stunden wurden ebenfalls 4 K.E. aus 1 ecm Serum erhalten. Die Reaktion 
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verliuft also in diesem Falle langsamer, aber sie gelangt zu demselben 
Ergebnis. Behandelt man das einmal freigelegte Kallikrein mit Aceton und 
Ather, so ist sofort nach dem Wiederauflisen des Niederschlages die volle 
Wirksamkeit vorhanden. 

Zum Auslésen der Reaktion ist es nicht einmal notwendig, die in 
Aceton léslichen Produkte zu entfernen. Es geniigt dafiir der Zusatz einer 
gewissen Menge Aceton, die noch keine Fiillung im Serum _hervorrutt. 
Schon 10°/, des Serumvolumens an Aceton bewirkten in 24 Stunden eine 
geringe Freilezung des Kallikreins. Mit 20°/, ist sie auch in 48 Stunden 
noch nicht vollstindig. Am besten ist es, 30°/, des Serumvolumens an 
Aceton zuzugeben ; dann verliutft die Freilegung genau so rasch und yoll- 
stiindig wie nach dem Auflésen der durch Aceton und Ather hergestellten 
Trockenpulver in Natriumbicarbonatlésung. Bei gréBeren Zusiitzen von 
Aceton tritt ein Niederschlag auf, und gleichzeitig sinkt die Freilegungs- 
geschwindigkeit. 

Temperatur, Konzentration und Wasserstoffionenkonzentration beein- 
flussen die Freilegung in den mit 30°), Aceton versetzten Seren genau 
ebenso, wie nach der Auflésung der Trockenpulver. Die Figur zeigt die 








PyH-Abhaingigkeit der Freilegungsgeschwindigkeit 


3I—— “) 
KE oro? f :. ™ ©— Serum 1, gemessen nach 4—5 Stunden 
}ctm . 
seat —A— Serum 2, gemessen nach 83—4 Stunden 
4 
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Abhingigkeit der Freilegungsgeschwindigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration an zwei verschiedenen Seren mit dem ausgeprigten Maximum 
zwischen py 7 und 8. 

Der Zusatz von Aceton bewirkt eine Zerstérung des freien Inaktivators. 
Mit den méglichst rasch hergesteliten Lésungen der Serumtrockenpulver, 
die also noch keinerlei Kallikreinwirkung besitzen, laBt sich keine Inakti- 
vierung von zugesetztem Kallikrein erreichen, ebensowenig mit Serum, das 
mit 30°/, Aceton versetzt wurde. Fiir die Freilegung selbst ist aber die 
Gegenwart von Aceton nicht erforderlich. Man kann einige Zeit nach dem 
Zusatz, bevor noch freies Kallikrein auftritt, das Aceton mit Ather aus- 
schiitteln, oder auch im Faust-Heimschen Apparat bis fast zur Trockne 
eindampfen, so daB alles Aceton entweicht, in beiden Fiillen erhielten wir 
in 24 Stunden fast dieselbe Kallikreinausbeute von 2 K.E. pro Kubikzenti- 
meter Serum, wie in dem Versuch, in dem das Aceton verblieb. Das Ein- 
dampfen des Serums zur Trockne bei gew6hnlicher Temperatur wird tibrigens 
von Kallikrein und Inaktivator ohne Zerstérung vertragen, und nach dem 
Wiederauflésen tritt keine Freilegung ein. Die vorangehende Einwirkung 
des Acetons ist also fiir die Freilegung erforderlich. 

An Stelle von Aceton kann man andere mit Wasser mischbare Ketone, 
wie Methylithyl- und Diithyiketon mit demselben Erfolg verwenden. Aceto- 
phenon und Benzophenon bewirken zwar auch eine gewisse Freilegung des 
Kallikreins, aber entsprechend ihrer geringen Léslichkeit in Wasser erreichen 
sie nicht die zur vollstiindigen Freilegung nétige Konzentration. Man kénnte 
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danach vermuten, dab es sich um eine spezifische Reaktion der Carbonyl- 
gruppe handelt. Aber andere Verbindungen mit CO-Gruppen, wie Brenz- 
traubensiure und Formaldehyd, sind unwirksam, wiihrend die Trocknung 
des Serums mit Athylalkohol und Ather die Freilegungsreaktion auslést. 
Die Carbonylgruppe ist also dafiir nicht erforderlich. Immerhin besitzen 
die oben angefiihrten Ketone eine besondere Wirksamkeit. Denn der Zusatz 
von Alkohol in Mengen, die zur Niederschlagsbildung nicht ausreichen, ist 
unwirksam. So erhielten wir z. B. aus 1 cem eines Serums durch Fallen 
mit Aceton und Ather und Lésen in Natriumbicarbonatlésung nach 24 Stunden 
| K.E. Dieselbe Menge fanden wir sowohl nach Zusatz von 0,3 cem Aceton, 
wie nach Fiillen mit Alkohol und Ather und Wiederauflésen. Der Zusatz 
yon 0,3 eem Alkohol lieferte kein Kallikrein. Genau gleichartig wie mit 
Athylalkohol verliefen Versuche mit Methyl- und Isopropylaikohol. Amyl- 
alkohol war unwirksam. Trotz des Vorhandenseins von Oxy- und Oxogruppen 
lésen Glucose, Fructose und Arabinose keine Freilegung aus, ebenso nicht 
Glycerin. 

Diese kleinen und gréBeren Unterschiede finden am leich- 
testen eine Erklirung, wenn man die Freilegung nach Behandlung 
mit Aceton oder Alkohol als eine enzymatische Reaktion ansieht, 
die durch die zahlreichen Bestandteile des Serums im Sinne von 
Aktivierung und Hemmung vielfaltig beeinfluBt werden kann. 
Zum Bild einer Enzymreaktion stimmt auch die starke Abhingig- 
keit der Freilegungsgeschwindigkeit von der Wasserstotfionen- 
konzentration, von der Substratkonzentration und von der Tempe- 
ratur. Es kann sich bei der Auslésung der Freilegung nicht um 
eine Aktivierung des freilegenden Fermentes im Sinne der Er- 
weiterung seines Spezifitiitsbereiches handeln, auch nicht darum, 
daB eine Umwandlung aus einer Vorstufe in das wirksame Ferment 
eintritt. In beiden Fillen miiBte beim Zusatz von wirksamem 
Ferment, nimlich von wiederaufgeléstem Serumtrockenpulver zu 
frischem Serum, sowohl das im Trockenpulver enthaltene, wie das 
im frischen Serum befindliche inaktive Kallikrein freigelegt werden. 
Das ist nicht der Fall. Vielmehr hemmt das frische Serum fast 
volistiindig die Freilegung aus dem Trockenpulver. Auch kann 
man ja nach erfolgter Freilegung das Kallikrein durch neues 
Serum wieder inaktivieren, wovon wir zur Abgrenzung des aus 
Serum dargestellten Kallikreins gegen andere kreislaufaktive Stoffe 
hiutig Gebrauch machen. Es ist danach wahrscheinlich, daB das 
freilegende Enzym im Serum yon einem im UberschuB vor- 
handenen Hemmungskorper begleitet ist, dessen EinfluB durch die 
Behandlung mit Aceton oder Alkohol ausgeschaltet wird. 

Bisher ist kein Anzeichen dafiir gefunden worden, daf& der 
Organismus selbst die Méglichkeit besitzt, die enzymatische Frei- 
legung des Kallikreins auszulisen. Der Zerfall der geformten 
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Elemente des Blutes kommt dafiir nicht in Betracht, denn die 
Reaktion tritt in sorgfaltig zentrifugiertem Serum ebenso leicht 
nach der Acetonbehandlung ein, wie im Blut, und sie erfolgt auc; 
im hamolysierten Blut nicht von selbst. 


III. Die Freilegung des Kallikreins aus Tierseren mit Aceton. 


Auch bei allen von uns untersuchten Tierseren fanden wir. 
daB durch das Behandeln mit Aceton die Freilegung des Kalli- 
kreins aus der inaktiven Verbindung ausgelést werden kann. Aber 
in manchen Einzelheiten weichen sie in bezug auf die Freilegungs- 
reaktion untereinander und von den Menschenseren ab (vgl. Tab.3 


[Im Serum von 5 Affen (Macacus und Rhesus) verlief die Freilegung 
nach Trocknung mit Aceton und Ather normal, aber nicht immer vol) 
stindig. Wir erhielten nimlich meist etwas héhere Ausbeuten, als wir da: 
Serum nur mit 30°), Aceton versetzten und dadurch die Freilegungsreaktion 
auslésten. 

Beim Pferdeserum sind Trocknung mit Aceton und Ather oder Zusaty 
von 30°/, Aceton fiir die Freilegung gleichwertig. Auch durch Trocknen 
mit Alkohol und Ather kann man die Freilegungsreaktion auslésen, dagegen 
nicht durch Zusatz von 30°/, Alkohol. Das Pferdeserum enthilt sehr viel 
weniger Kallikrein als das menscbhliche. 

Aus Schweineserum kann man durch Zusatz yon 30°), Aceton kein 
oder fast kein Kallikrein freilegen. Jesser gelingt dies nach Trocknung 
mit Aceton und Ather, aber auch hier nicht vollstiindig. Wir fanden hohere 
Ausbeuten, als wir vor der Behandlung mit Aceton durch Halbsittigung 
mit Ammoniumsulfat einen Niederschlag erzeugten, der das inaktive Kalli- 
krein und das freilegende Ferment enthilt. Der in Wasser aufgeléste Nieder 
schlag besitzt keine Inaktivierungsfihigkeit mehr, aber auch noch keine 
Kallikreinw irkung. Diese wird erst durch die folgende Fillung mit Aceton 
und das Wiederauflésen in Natriumbicarbonatlésung hervorgerufen (ohne 
vorherige Trocknung mit Aceton und Ather). Bevor man die Lésung zum 
Kallikreinnachweis einspritzt, muf man das noch vorhandene Ammonium- 
sulfat durch Dialyse entfernen. Da die Dialyse eine groBe Volumen- 
vermehrung bringt, fallen wir hiiufig das Kallikrein danach mit der 6 fachen 
Menge Alkohol und lésen es in wenig Wasser. Bei der Ammoniumsulfat 
fiillung hinterbleibt offenbar eine die Freilegung oder die Kallikreinwirkung 
hemmende Substanz in der Lésung, so daf in dem Niederschlag mehr freies 
Kallikrein nachweisbar wird. | 

Nach dieser Erfahrung bei den Schweineseren haben wir auch bei 
menschlichem Serum durch Halbsiittigung mit Ammoniumsulfat die Ausbeute 
an Kallikrein zu erhéhen gesucht, aber ohne Erfolg. Man erhilt auf diese 
Weise stets dieselbe Ausbeute, wie bei direkter Behandlung mit Aceton. 
Nur sind natiirlich die mit Ammoniumsulfat yorbehandelten Priparate reiner 
als die anderen. Im besten Priiparat aus Schweineserum war 1 K.E. noch 
an 3,2 mg Trockensubstanz gebunden, wiihrend die nur mit Aceton be- 
handelten Priiparate 20—30 mg Trockensubstanz pro K.E. aufweisen. 

Aus Hundeserum kann man zwar durch Zusatz von 30°/, Aceton, aber 
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cht Kallikreinbestimmungen in Tierseren. 
uch —— a 
Aus- 5 9 wy 1, & 
\r.| Tierart | gangs- Verfahren ~~ | Bl Blok Bemerkungen 
: sa ‘Ole Cle 
. ateris e Simo = 
material i 1  aggher 
WIT, 
alli- 1 | Pferd | Serum | a) Aceton—Athertrock.,} 0,32] +] + | 4 
\ be; lésen in m/40-Na- 
ngs- Bicarbonat 
A " b) Dasselbe, dann an-| 0,32 
Je} gesiiuert 
yung 2 Blut | a) Aceton-Athertrock.,| 0 Deutliche Gift 
voll lésen in m/40-Na- wirkung 
das Bicarbonat 
tion i ” b) Dasselbe, dann an-] 0,17 desgl. 
gesiuert 
satz is Serum 100 eem_+ 40 K.E. | 0,72 100 °/, reaktiviert 
men Aceton—Athertrock., 
ren Bicarbonatlésung 
viel 2 i 4 Aceton—Athertrock., | 0,04 
Bicarbonatlésung 
rein 8 " . desgl. 0 
ung { ” 4s a) desgl. 1,25 + 
1ere ” ™ b) Aceton—Athertrock.,]} 0,6 -- Giftwirkung 
ung lésen in Essigséure 
alli- ‘s ' c) Mit Egs. angesiiuert | 0,5 desgl. 
ler 5 ” - a) Aceton—Athertrock.,| 1,0 Aceton—Atherextr. 
ne Bicarbonatlésung eingedampft, enth. 
ton keinen Inaktivator 
hne ‘5 ‘a b) 100 cem + 200 K.E.] 1,4 20 °/, reaktiviert 
um Aceton-Athertrock., 
um Bicarbonatlésung 
en- | 6 - ” Aceton-Athertrock., | 0,17] + }z. T.} 5 
hen Bicarbonatlésung + 
Fat 7 ss - Mit Aceton gefillt, | 0,67] + 
ne Bicarbonatlésung 
eS 5 ‘ ‘i a) desgl. 0,55} + 
7 ‘ b) Mit Alkohol gefillt,| ca. 
bei Bicarbonatlosung | 0,1 
ute 9 " - Halbsiitt. mit Ammon- | 0,2 
age sulfat, Aceton—Athertr., 
on Bicarbonatlésung 
ler 10 . " Ammonsulfat-Halbsitt.}| 0,02 + 
ch Aceton-Fiillung, Bicar- 
™ bonatlésung. Dialyse 
Ll] - is a) Aceton—Athertrock.,} 0,1 | + 2.0 
~_ Bicarbonatlésung 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). | 
Aus- FE isi. ul g 
" : — = So i Sikes 6 
Nr.} Tierart | gangs- Verfahren > | Se cio- Bemerkungen 
material A ae Dees nner 
_ bs isi 
b) 30°/, Aceton 0,1 
12 | Pferd | Serum [c) 30% _,, Ol f+] + 
13 - m Aceton-Athertrock., | 0,08] + |z.T. 2,5 
Bicarbonatlésung + 
14] Affe a) Aceton-Athertrock.,} 1,0 | +] + 13,0 
Bicarbonatlésung 
b) 30 °/, Aceton 08 }+] + 
15 - a) Aceton-Athertrock.,} 0.6 | +] + 
Bicarbonatlésung 
b) 30°/, Aceton O8 ia] + 
16 m a) Aceton—Athertrock.,| 1,0 | + 3,0 
Bicarbonatlésung 
b) 30 °/, Aceton 1,2 
17 ‘ a) Aceton-Athertrock., | 1,1 4. 
Bicarbonatlésung 
b) 30°/, Aceton 1,7 
18 Aceton—Athertrock., | 1,1 4,0 
Bicarbonatlésung 
19 |Schwein Aceton-Athertrock., a1 P+} + 71,0 
Bicarbonatlésung 
20 » desgl. 7,8 + 
21 desgl. 4.0 1 I.E. nach Dial) St 
a : = 8 mg Tr.-Subst. 
~o desgl. 2,0 0,5 ' 
23 - desgl. 1 + 10,7 
24 Aceton—Athertrock., | 0,3 
Bicarbonatlésung 
20 a) desgl. 2.0 
b) Dasselbe, dann mit} 2,0 
E. auf p,,4,1 gebracht 
26 ” Mit Aceton gefiillt, 9 
Bicarbonatldésung 
27 a) desgl. 3,3 
b) Erst 24 Stdn. sauer, | 0,5 
dann wie a) 
Blut Mit Aceton gefiillt, 1,0 
Biearbonatlésung 
28 Serum 30°), Aceton 0 
29 30%, 0,8 
30 a) 30 °%, 0 
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Tierart 


Schwein 





Aus- 


gangs- 
material 


Serum 


Plasma 


Blutk6r- 


perchen 
Serum 


b) Mit Aceton gefillt, 





Verfahren 


Bicarbonatlésung 
c) Mit Aceton gefiillt, 
in Essigs. gelést 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) Alkohol-Athertr., 
Bicarbonatlésung 
c) Mit Aceton gefiillt, 
Bicarbonatlésung 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlosung 
b) Mit Aceton gefiillt, 
10 Min. unter Ac., 
Bicarbonatlésung 
ce) Mit Aceton gefiilt, 
3 Stdn. unter Ac., 
Bicarbonatlésung 
Aceton-Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
a) Aceton-Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) Hiimolysiert, dann 
Aceton-Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
Alkohol-Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
a) Methylalkoh.—Ather- 
trock., Bicarb.-Lsg. 
b) Athylalkoh.—Ather- 
trock., Bicarb.-Lsg. 
c) lsopropylalk.—Ather- 
trock., Bicarb.-Lsg. 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) Ammonsulfat-Halb- | 
sitt., Acetonfiillung, 
Bicarbonatlésung 





K.E./eem 


5.0 





| Kochprobe 


i} 


Inakti- 
vierung 











Bemerkungen 


iK.E. = 16 mg 
Trockensubstanz 
1 K.E. = 9.4 mg 


Troekensubstanz 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 
Aus- 5 ° i ns 
Nr.| Tierart | gangs- Verfahren = ots & 22! Bemerkungen 
material a 48 45 ae 
™ rR 
38 |Schwein}] Serum |a) Acetonfillung, Bi- | 4,0 
carbonatlésung 
b) Acetonfillung, Am-| 6,3 
monsulfat-Halbsiitt., 
Bicarbonatlésung 
39 ws mn a) Acetonfiillung, ge- | 0 
lést in n/20-Essigs. 
b) Acetonfiillung, ge- | 0 
Jést in n/50-Essigs. 
c) b) nach 24 Stdn. mit] 0,25 
Na-Bicarb. versetzt 
d) Acetonfiillung, gel. | 2,0 
in m,40-Na-Bicarb. 
40 | Hund Blut Aceton-Athertrock., | 0,12 
Bicarbonatlésung 
41 5 ‘ desgl. 0 
Serum + Menschenserum, | Wirkung entspricht nur der des 
Aceton-Athertrock., Menschenserums 
Bicarbonatlésung 
42 m + a) Aceton-Athertrock., | 0 
Bicarbonatlésung 
b) a) nach 24 Stdn. an-| 0 
gesduert 
43 30 °/, Aceton 0,37] 4 0,13 
Serum | desselb. Hund. n. 8 Tg. 
30 °/, Aceton 0,31]; +] —- 
44 ” . 30 °/, 7 0,25] +] — 0,28); Durch ee 
AD 7 30%, , dann | 0.27] +] — . satz wird Kalli 
m. Alkoh. u. Ather getr. kreinwirkung 
46 30 °/, Aceton 0,39] +] — verstiirkt 
47 a) 30 %/, ‘ O77) +] — 
b) Aceton-Athertrock., | 0 
Bicarbonatlésung 
48 Ammonsulfat-Halbsiitt.,| 0,04) +] + 
Bicarbonatlésung, Dia- 
lyse, Alkoholfiillung, 
Bicarbonatlésung 
49 |} Rind | Serum | Aceton-Athertrock., | 0,04 + 10,13 
Bicarbonatlésung 
50 ’ 9 desgl. 0,12] + 1,0 
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| 
1 | 





Tierart 


Rind 





Aus- 
gangs- 
material 


Serum 


Blut 


9 


Serum 


Blut 


Serum 


*s 





Verfahren 


Aceton-Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) a) nach 24 Stdn. auf 
Pu 4,5 gebraeht 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) a) nach 24 Stdn, auf 
Pu 4,5 gebracht 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
a) nach 24 Stdn. auf 
Pu 4,5 gebracht 
Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
a) nach 24 Stdn. auf 
Pu 4 gebracht 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 


as 
_ 
— 


a 


— 


b 


b) leem Serum +2K.E. 


Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
c) leem Serum + 2 K.E 
30 °/, Aceton 
a) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) Nach 24 Stdn. a) 
angesauert 
a) Hiimolysiert, Ace- 
ton—Athertrock., Bi- 
carbonatlésung 
b) Nach 24 Stdn. a) 
angesiuert 
30°), Aceton 
a) 30°), * 
b) Alkohol—Athertr., 
Bicarbonatlésung 
a) Ammonsulfathalbs., 
Aceton-Athertrock., 
Bicarbonatlésung 
b) Aceton—Athertrock., 
Bicarbonatlésung, 
Ammonsulfathalbs. 





O.6 





Kochprobe 





Inakti- 
vierung 





ccm 


4 


Freie 
| 
Ae 


[.] 


1,3 


3 





Bemerkungen 


ih he 


0 


reaktiviert 


66 °/, reaktiviert 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 
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=| —_ : ) S 
Aus- 5 2 |.2 ay os 
Tierart | gangs- Verfahren Bis Flo Bemerkungen 
S ola ctiaa 
material S 5 5 ember: 
Rind Serum | a) Ammonsulfathalb- 0 


sitt., 60 Std. Dialyse 


b) Ammonsulfathalb- Ol | +] + 
sitt., Acetonfillung, 
Dialyse 
a) Ammonsulfathalb- | 0,11] +{ + 
sitt., Aceton- 
fiillung, Dialyse 


b) a) mit Alkohol ge-} 0,11] +] + 
fillt, mit Essigsiiure 
angesiiuert 























nicht durch Trocknung mit Aceton und Ather Kallikrein freilegen. Labt 
man jedoch der Trocknung mit Aceton eine Halbsiittigung mit Ammonium- 
sulfat vorangehen, so kann man immerhin eine kleine Menge freies Kalli- 
krein mit Sicherheit nachweisen. Auffallend ist, dai das freigelegte Kalli- 
krein durch Zusatz von neuem Serum auch nach vollstindiger Entfernung 
des zugesetzten Acetons nicht mehr inaktiviert wird. Vielmehr beginnt 
sofort auch in dem neu zugesetzten Serum die Freilegung. Das einmal zur 
Wirksamkeit gebrachte Enzym wird hier offenbar durch erneuten Zusatz 
vom Hemmungskoérper nicht mehr unwirksam gemacht. DaB es sich bei 
der aus Hundeserum dargestellten kreislaufaktiven Substanz trotz dem 
Fehlen der Inaktivierungsméglichkeit um Kallikrein handelt, beweist die 
Unbestindigkeit beim Kochen und das Verhalten bei der Dialyse. 

Wie in unserer VI. Mitteilung beschrieben, nimmt das Inakti- 
vierungssystem der Wiederkiiuer eine Sonderstellung ein. Die 
Wiederkiiuer besitzen nimlich in den Lymph- und Ohrspeichel- 
driisen sehr grofe Mengen eines Inaktivators — im folgenden 
kurz als Driiseninaktivator bezeichnet —, wihrend die Extrakte aus 
diesen Organen bei anderen Tieren keinen Inaktivator enthalten. 
Wir konnten damals noch nicht entscheiden, ob der Driisen- 
inaktivator mit dem im Serum aller Tiere vorkommenden iden- 
tisch sei oder nicht. Das ist jetzt méglich. Die mit Driiseninakti- 
vator gebildete inaktive Kallikreinverbindung laBt sich niimlich 
auch nach langem Stehen regelmiifbig und vollstiindig durch Saure- 
zusatz zerlegen, geht also nicht in die festere Bindungsart iiber. 
Durch Fillung mit Aceton wird sie nicht zerlegt, und der Zusatz 
von Aceton verschiebt nur das Reaktionsgleichgewicht der Inakti- 
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vierung etwas nach der Seite des freien Kallikreins ohne Zer- 
stjrung des Driiseninaktivators. Auch wenn man zu dem durch 
Driiseninaktivator unwirksamen Kallikrein Serum zusetzt und 
mit Aceton und Ather behandelt, wird hiiufig der Driiseninakti- 
vator nicht zerstért, und man erhilt daher beim Auflisen in 
Natriumbicarbonatlésung noch kein Kallikrein, wohl aber durch 
nachtrigliche Behandlung mit Siure. Der Driiseninaktivator der 
Wiederkiiuer und der in allen Seren vorkommende Inaktivator 
sind also verschieden. Aber der Driiseninaktivator scheint sich 
auch im Blut der Wiederkiuer zu finden, denn man erhilt aus 
Rinder- und Schafseren manchmal héhere Ausbeuten, wenn man 
die Bicarbonatlésung der Trockenpulver nach lingerem Stehen 
noch mit Siure behandelt, wihrend bei dieser Methode im Serum 
anderer Siiugetiere der nachtriigliche Siiurezusatz keine Anderung 
der Ausbeute hervorruft. 

Ofters erhilt man aus Rinderserum nach der Trocknung 
mit Aceton und Ather kein Kallikrein, meist sehr wenig. Durch 
Siiurezusatz wird dann die Kallikreinwirkung hervorgerufen bzw. 
gesteigert. Ebenso ist es nach Zusatz von 30°/, Aceton. Alkohol 
vermag weder durch Trocknung noch durch Zusatz in Hohe von 
30°/, die Freilegung auszulésen. Nach Halbsiittigung mit Ammo- 
niumsulfat verliuft die Freilegung durch Aceton vollstiindig; der 
nachtrigliche Siurezusatz ruft keine Steigerung der Kallikrein- 
wirkung hervor. Durch die Ammoniumsulfatfaillung wird also der 
Driiseninaktivator entfernt. Es ist aber wahrscheinlich, daB sich 
im Blut der Wiederkiuer das Kallikrein doch hauptsichlich in 
der festen Bindung an dem Seruminaktivator befindet. Denn aus 
Rinderserum allein erhilt man durch Ansiiuern kein oder fast 
kein Kallikrein. Zerstért man durch die Acetonbehandlung den 
Seruminaktivator, dann kann erst Bindung an den etwa vor- 
handenen Driiseninaktivator eintreten, die man nun zur Be- 
stimmung des Kallikreins durch Siure zerlegen mub. 


IV. Das Vorkommen des Kallikreins im Blut. 


Man kénnte vermuten, da’ das durch die Acetonbehandlung 
aus Serum darstellbare Kallikrein nicht vorher im Blute durch 
Inaktivierung aus freiem Kallikrein entstanden, sondern ein Kunst- 
produkt ohne physiologische Bedeutung sei.') Dem widerspricht, 


1) A. Bauer, Uber die blutdrucksenkende Wirkung des Harns, Arch. 
f. exper. Path. 168, 111 (1932). 
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daB sich mit freiem Kallikrein und Serum wieder ein inaktiye; 
Kallikrein bildet, das durch dasselbe Verfahren der Trocknuno 
mit Aceton in freies Kallikrein zuriickverwandelt werden kanp. 
Wiirde etwa die Inaktivierung erst eintreten, wenn das Blut aus 
dem Kérper entfernt und dadurch chemisch veriindert ist, so 
miiSten ungeheure Mengen freien Kallikreins im Kérper vorhanden 
sein. Dann wire es nicht verstiindlich, daB durch die Kinspritzung 
von weniger als 1 K.E. schon mefSbare Veriinderungen im Blut- 
kreislauf erfolgen. AufSerdem wird das Kallikrein nicht nur durch 
das aus dem Kérper entnommene Blut oder Serum, sondern auch 
innerhalb der Blutbahn vollstiindig und in derselben Zeit inakti- 
viert. Wir haben in ein beiderseits abgeklemmtes und mit Blut 
gefilltes Stiick einer Vene Kallikrein eingespritzt und nach +/, Stunde 
die Abklemmung gelést. Es trat keine Kreislaufwirkung auf, ob- 
wohl dieselbe Kallikreinmenge bei Injektion in die freie Vene 
eine sehr starke Amplitudensteigerung hervorrief.') Da nun im 
Harn dauernd groBe Mengen freies Kallikrein ausgeschieden werden, 
zwelfeln wir nicht daran, daf das durch Acetonbehandlung aus 
Blut oder Serum darstellbare Kallikrein dasjenige Kallikrein ist, 
welches im K6rper aus dem freien Kallikrein des Pankreas durcli 
Bindung an den Inaktivator in die inaktive Form gebracht wurde. 
Als eine Stiitze dafiir sehen wir an, daB auch in pathologischen 
Korperfliissigkeiten, wie etwa Aszites, Pleuraexsudat, inaktives 
Kallikrein sich findet und durch Behandlung mit Aceton frei- 
gelegt werden kann (vgl. Tab. 4). Dab tatsiichlich im Pankreas 
freies Kallikrein gebildet wird, zeigte die Untersuchung einer post- 
operativen Pankreasfistel, aus der sehr groBe Mengen freies Kalli- 
krein wihrend einiger Wochen ausgeschieden wurden, und der 
Nachweis von freiem Kallikrein im Pankreassekret und im Kot, 
woriiber wir vor kurzem berichteten. *) 

Da wir nach den Kontrollversuchen mit zugesetztem Kalli- 
krein die Freilegung durch das Acetonverfahren fiir vollstindig 
halten*), beginnen wir den Gehalt des Blutes an Kallikrein unter 
normalen und pathologischen Verhiltnissen zu untersuchen, nach 
Méglichkeit unter gleichzeitiger Bestimmung seiner Inaktivierungs- 
fahigkeit. Die Tab. 2 und 3 erlauben nur einen ersten Vergleich 
des Kallikreinvorkommens im Blut von Menschen und einigen 


) E. K. Frey u. H. Kraut (III. Mitt.), Arch. f. exper. Path. 133, 1 (1928). 
*) E. K. Frey u. E. Werle, Klin. Wschr. 12, 600 (1933). 
8} Im Blut von Wiederkiiuern erst nach einer folgenden Behandlung 
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Saiugetieren. Aus ihnen geht hervor, daB der Mensch durch hohe 
Kallikreinwerte im Blut ausgezeichnet ist. Aus 1 com Menschen- 
serum erhilt man 1—6K.E., im Durchschnitt von 70 Bestim- 
mungen 2,6K.E. Die fiinf untersuchten Affen besaBen durcli- 
schnittlich 1,2 K.E. im Kubikzentimeter Serum. Das Schwein 
zeigt die héchsten Kallikreinwerte, nimlich 3,7 K.E. pro Kubik- 
zentimeter im Durchschnitt von 18 Bestimmungen. Im Gegensatz 
dazu besitzen Rind, Schaf, Pferd und Hund nach den weniger 
ausgefiihrten Proben zu schlieBen, nur zwischen 0,1 und 1 K.E. 
in 1 cem Serum. 

Von einigem Interesse ist der Vergleich zwischen dem Ge- 
halt an Kallikrein und Inaktivator in demselben menschlichen 
Blut. Stets ist neben inaktivem Kallikrein noch freier Inaktivator 
vorhanden, im Durchschnitt von 23 Fallen 3,6 freie LE. in 1 ccm 
Serum. Aber seine Menge wechselt sehr stark. Der geringste Ge- 
halt an freiem Inaktivator war 0,7, der héchste 41.E. auf 1 K.E. 

Ks wird weiter zu untersuchen sein, ob der Gehalt des Blutes 
an Kallikrein und an Inaktivator zu besonderen physiologischen 
und pathologischen Vorgiingen im Kérper in Beziehung steht. 


Zusammenfassung. 


1. Das Kallikrein geht bekanntlich mit einer im Blut vor- 
kommenden Substanz eine pharmakologisch unwirksame, inaktive 
Verbindung ein. Ihr Verhalten gegen Siure laBt zwei verschiedene 
Formen der Inaktivierung erkennen. Die eine wird durch An- 
siuern rasch (in 2 Minuten), die andere nur langsam (in Stunden 
oder Tagen) und unvollstiindig zerlegt, und dadurch Kallikrein in 
Freiheit gesetzt. 

2. Beim Vermischen von freiem Kallikrein mit Blut ode: 
Serum bildet sich zuerst die durch Siure rasch zerlegbare Inakti- 
vierungsform, die allméhlich (in einigen Stunden) in die durch 
Siure schwer zerlegbare Form iibergeht. Die rasch zerlegbare Form 
wird daher im Blute selbst nur selten und in geringer Menge 
angetroffen. Die schwer zerlegbare Form dagegen findet sich im 
Blute regelmaBig und reichlich. 

3. Durch Behandeln von Serum oder Plasma mit Aceton 
wird eine (wahrscheinlich enzymatische) Reaktion ausgelést, durch 
die in 24 Stunden das gesamte darin vorhandene inaktive Kalli- 
krein in Freiheit gesetzt wird. 
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4. Die Geschwindigkeit dieser Freilegungsreaktion ist ab- 
hingig von der Temperatur, der Substratkonzentration und der 
Wasserstoffionenkonzentration. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist 
am gréBten zwischen p,, 7 und 9. 

5. Der in den Lymph- und Ohrspeicheldriisen yon Wieder- 
kiiuern enthaltene Inaktivator des Kallikreins ist von dem im 
Blut aller untersuchten Tiere vorkommenden Inaktivator ver- 
schieden. Das mit dem Driiseninaktivator verbundene inaktive 
Kallikrein kann nimlich nur durch Ansiuern, aber nicht durch 
das Acetonverfahren in Freiheit gesetzt werden. Im Blute der 
Wiederkiiuer kommt der Driiseninaktivator manchmal in geringerer 
Menge neben dem Seruminaktivator vor. 

6. Bei verschiedenen Siugetieren ist der Gehalt des Blutes 
an inaktivem Kallikrein sehr verschieden. Beim Menschen fanden 
wir durchschnittlich 2,6 K.E. in 1 ccm Serum, mehr noch in 
Schweineseren, weniger dagegen bei Affe, Rind, Pferd und Hund. 





Uber den EinfluB des Vitamins C auf den Gasstoffwechsel 
normaler und skorbutkranker Meerschweinchen. 


Von 
J. Mosonyi und L. Rigé. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Oktober 1933.) 


Die Untersuchungen iiber den Kinflu8 des Vitamins C auf 


den Gaswechsel des skorbutkranken Organismus fiihrten zu keinem 
einheitlichen Ergebnis. Abderhalden?) konnte an skorbutkranken 
Meerschweinchen ein allmihliches Herabsinken des Gaswechsels 
beobachten, nach Verabreichung von Orangen- oder Citronensaft 
stieg jedoch der Sauerstoftverbrauch und die Kohlensiureausschei- 
dung miiBig an. Uber ahnliche Ergebnisse berichtet Jarussowa?), 
welcher gleichfalls bei Meerschweinchen nach einer Zugabe von 
frischem Kohl zur skorbuterzeugenden Dit ein Steigen des herab- 
gesetzten Gaswechsels nachweisen konnte. Im Widerspruch dazu 
stehen die Beobachtungen von Knipping und Kowitz*), welche 
den Gaswechsel bei drei skorbutkranken Menschen bei einer durch 
mehrere Stunden im Autoklaven erhitzten Nahrung erhdht, nach 
Darreichung vitaminhaltiger Speisen bzw. Citronensaftes herab- 
gesetzt fanden. 

Jener Umstand jedoch, da diese Versuche noch vor der 
Isolierung des Vitamins C, nur bei Verabreichung vitaminhaltiger 
Nahrung ausgefiihrt worden sind, erschwert die Wertung der Er- 
gebnisse; es ist nicht zu entscheiden, inwieweit die auf den Gas- 
wechsel ausgeiibte Wirkung dem Vitamin C selbst oder der iibrigen 
Nahrung zuzuschreiben ist. Aus diesem Grunde und hauptsichlich 
der einander widersprechenden Literaturangaben wegen hielten 
wir es fiir wichtig, die Wirkung des Vitamins C auf den Gaswechsel 
des skorbutkranken Organismus mittels der von Szent-Gyérgyi’) 
dargestellten Ascorbinsaiure*). yon neuem zum Gegenstand unserer 
Untersuchung zu machen. 


1) Pfliigers Arch. 191, 278 (1921). 

*) Biochem. Z. 179, 104 (1926). 5) Miinch. med. Wschr. 1, 46 (1923). 

*) Nature 129, 576 (1932); Svirbely u. Szent-Gydrgyi, Bio- 
chemic. J. 26, 865 (1932). 

*) Die Ascorbinsiiure stellte uns die Chinoin-A.G., Budapest zur Ver- 
fiigung. Wir danken der Direktion auch an dieser Stelle fiir ihre Freundlichkeit. 
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Um Vergleichswerte zu gewinnen fiihrten wir die Versuche 
auch an normalen Tieren durch. 

Als Versuchstiere wihlten wir 230—350 ¢ schwere junge Meer- 
schweinchen. Die Gaswechselbestimmungen, welche mittels des 
Haldaneschen®) Apparates ausgefiihrt wurden, begannen wir bei 
den skorbutkranken Tieren nach Auftreten der Skorbutsymptome, 
am Ende der dritten Woche. An jedem einzelnen Tier fiihrten 
wir im Hungerzustande zwei, je 4-stiindige Bestimmungen un- 
mittelbar nacheinander aus. Zuerst wurde ohne Verabreichung 
von Ascorbinsiure der Gaswechsel bestimmt, dann per os bzw. 
subcutan dem Tiere Ascorbinsiure zugefiihrt und die Bestimmung 
sogleich wiederholt. Die Tiere verhielten sich wihrend der ganzen 
Dauer des Versuchs vollkommen ruhig. 

Zur Erzeugung des experimentellen Skorbuts hielten wir die 
Tiere bei Shermanscher®) Grundkost, wozu frisches Wasser und 
je einem Tiere woéchentlich 0,5 ccm Lebertran verabreicht wurde. 
Das Kérpergewicht wurde woéchentlich 3 mal gemessen. Die Sektion 
der spontan eingegangenen Versuchstiere bestitigte, dai Skorbut 
vorlag. 

Die Versuchsresultate sind in den nachstehenden Tabellen 
zusammengestellt. 

Aus der Gegeniiberstellung der Ruhewerte des Gaswechsels 
normaler und skorbutkranker Meerschweinchen geht vor allem 
hervor, daB8 der auf Kilogramm-Korpergewicht und Stunde ent- 
fallende O,-Verbrauch und die CO,-Ausscheidung wihrend der 
Dauer des experimentellen Skorbuts wesentlich gréBer ist, als im 
gesunden Zustande (vgl. Tab. 1). (Die Werte sind der nachstehenden 
Tab. 2 und 3 entnommen). Der Durchschnittswert des O,-Ver- 
brauches erweist sich um 37,5°/,, der der CO,-Ausscheidung um 
27,6°/, hoher im skorbutkranken Zustande als unter normalen 
Verhiltnissen. Zu tihnlichen Ergebnissen fihrten sowohl die von 
Knipping und Kowitz [%) S. 100] an skorbutkranken Menschen 
ausgefiihrten Versuche als auch die Beobachtungen von Groebels’), 
Caspari und Motzkowski§) bei andersartigen Avitaminosen. 

Die Richtigkeit unserer Versuchsergebnisse, welche die be- 
stehende Verschiedenheit des Ruhewertes des Gaswechsels skorbut- 
kranker und normaler Meerschweinchen zeigen, werden auch durch 


*) J. of Physiol. 15, 419 (1892). 
6) J. Amer. Chem. Soe. 44, 165 (1922). 
*) Klin. Wschr. 1922, 1548. 

®) Berl. klin. Wschr. 1913, 1515. 
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Tabelle 1. 
Grundumsatzwerte. 
Prod. CO, Verbr. O,|Prod. CO, Verbr. O, Differenz der Normal 
. und Skorbutmitte! 
der Skorbuttiere pro Stunde | der Normaltiere pro} __—werte in °/, 
Se ee eG 
141 | 1,54 1,23 1,14 
1,68 1,51 1,18 1,08 
1,58 1,61 1,13 1,00 
1,60 1,36 1,27 1,08 
1,62 1,70 1,29 1,18 
a 1,54 1,51 1,31 1,28 
Mittelwert: 1,57 1,54 | 1,23 112 | +27,6 +387,5 
Tabelle 2. 
Skorbuttiere. 
a Prod. | Verbr, | Anderung nach 
Tag Dauer Korper- | ag O Ascorbinsiure- 
gewicht , , verabreichung | R (). 
. S . in ° : 
dex ‘Veiwiiie in g pro Stunde und | Ct 
kg in CO, O, 
1933 ene a eles 
18. VII. | 8° 24-12"24] 176,72 1,41 1,54 0,67 
2 mg Ascorbinsiiure per os +2 — 20 
18. VII. | 12" 59-4" 59 176,10 1,44 1,22 0,86 
24. VII. } 8518-1218] 240,01 1,54 B.} 0,74 
2mg Ascorbinsiure per os 0) — 32 
24. VII. | 1°04-5"04 | 235,55 1,54 1,02 1,09 
18. IX. 8° 05-12" 05 | 181,65 1,62 1,70 0,69 
2 mg Ascorbinsiiure per os +4 — 31 
18. 1X. | 12°55-4"55 178,05 1,68 1,17 1,04 
13. VII. | 8" 27-12"27] 200,00 1,68 1,51 0,81 
4 mg Ascorbinsiiure per os —17(?) —21 
13. VIT. 1° 03-5" 03 | 196,71 1,38 1,19 0,84 
14. VII. 8" 18-1218] 208,07 1,58 1,61 0,7] 
4mg Ascorbinsiiure subeutan —2 — 26 
14. VII. 12" 41-4" 41 204,54 1,54 1,18 Q,99 
17. VII. 8" 31-12" 381] 148,14 1,60 1,36 0,85 
10 mg Ascorbinsiiure per os —1 — 33 
17. VU. 12°54-4"54 | 145,41 | 1,58 0;91 1,20 
Mittelwert: -—2,3  —27,1 
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Tabelle 3. 





























Normaltiere. 
| Prod. Verbr, | Anderung nach 
Tag | Dauer K6rper- CO, 0. Ascorbinsiure- 
gewicht “ verabreichung R.Q. 
en Weeneadion in ¢ | pro Stunde und in “/o 
kg in g CO, O, 
1933 
7.1X. | 814-1214] 356,82 1,23 1,14 0,78 
2mg Ascorbinsiure subcutan +22 + 7 
7.1X. | 1°08-5"08 | 349,41 1,51 1,23 0,89 
20,IX. | 8" 24-12"24] 202,20 1,29 | 1,18 0,79 
2 mg Ascorbinsiiure per os +44 +28 
20. LX. 1° 10-5" 10 198,60 1.86 1,51 0,89 
25. VIE. | 8"38-12"33] 24411 | 1,18 | 1,08 0,79 
4 mg Ascorbinsiiure per os +22 +16 
25, VII. | 1521-5521 | 238,58 1,45 | 1,26 0,83 
9,IX. | 825-12" 25] 346,98 | 1,13 | 1,00 0,82 
4mg Ascorbinsiiure per os + 7 +21 
9.IX. | 1°03-5" 03 340,09 1,21 1,21 0,72 
21,.1X. | 8" 03-12" 03] 219,95 1,31 1,28 0,74 
5 mg Ascorbinsiiure per os +17 + 3 
21, 1X. | 12°33-49 33 | 219,24 1,538 | 1,32 0,84 
26. VII. | 8" 10-12"10] 236,61 1,27 1,08 0,85 
8 mg Ascorbinsiiure per os + 8 + 7 
26. VIL. | 12" 38-4" 38 | 236,18 | 1,38 1,16 0,86 








Mittelwert: +20,0 +13,6 | 


die bei Verabreichung von Ascorbinsiiure an skorbutkranke Tiere 
auftretenden Veriinderungen des Gaswechsels bewiesen (vgl. Tab. 2). 
Wie es von vornherein zu erwarten war, sank nach Verabreichung 
von Ascorbinsiure der O,-Verbrauch und die CO,-Ausscheidung 
der skorbutkranken Meerschweinchen. In besonders auffallender 
Weise veriinderte sich die Menge des von auBen aufgenommenen 
O,; dessen Verminderung im Mittel 27,1°/, betriigt. In wesentlich 
geringerem MaBe iinderte sich aber die CO,-Ausscheidung nach 
Verabreichung von Ascorbinsiiure; bloB in einem Falle beob- 
achteten wir eine Verminderung um 17°/,, in 2 Fillen betrug die- 
selbe 1~2°/,, in einem Falle blieb die CO,-Ausscheidung un- 
verindert und in 2 Fiillen konnte eine Steigerung um 2—4°/, 
nachgewiesen werden. Wiihrend die Verminderung des O,-Ver- 
brauches nach Verabreichung von Ascorbinsiiure im Mittel 27,1°/, 
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betrug, zeigte die CO,-Ausscheidung ein Sinken bloB von 2,3°).. 
Dementsprechend stieg der RQ bedeutend an, in mehreren Fallen 
sogar iiber 1. 


Die geringe Verminderung der CO,-Ausscheidung spricht datiir, 


daB die Verbrennungsvorgiinge i im skorbutkranken Orgs unismus nach 
Verabreichung von Ascorbinsiiure sich wesentlich nicht indern. 
Weiterhin liBt das Anwachsen des RQ darauf schlieBen, daf der 
Organismus den zur Oxydation nétigen Sauerstoff zum Teil nicht 
durch die Lungen aufnimmt, sondern Kohlehy drate, d. h. sauerstofi- 
reiche Verbindungen zu an Sauerstoff irmeren, den Fetten, um- 
wandelt und den durch diesen Prozef freiwerdenden Sauerstoff in 
vermehrtem Grade zu den Verbrennungsvorgingen verwendet. 

Ein Zusammenhang zwischen dem Grade der Veriinderung 
des Gaswechsels und der Menge der verabreichten Ascorbinsiiure 
konnte nicht nachgewiesen werden. 

Wahrend Ascorbinsiureverabreichung auf den Gaswechsel 
skorbutkranker Tiere herabsetzend wirkt, fiihrt dieselbe im Gegen- 
satz dazu bei Normaltieren zu einer Steigerung des Gaswechsels. 
Da jedoch die Steigerung des O,-Verbrauchs geringer ist (im Mittel 
13,6°/,) als die CO, -Ausscheidung (im Mittel 20°/,), steigt der Wert 
des RQ ebenso wie ‘bei den iinet, wenn auch in geringerem 
Mae, durch den EinfluB der Ascorbinsiure an. 


Zusammenfassung. 

Der Gaswechsel skorbutkranker Meerschweinchen ist griBer 
als der der Normaltiere. 

Nach Verabreichung von Vitamin C (Ascorbinsiure) sinkt der 
Gaswechsel skorbutkranker Meerschweinchen. Der Wert des RQ 
steigt bedeutend an. 

Bei normalen Tieren ruft die Verabreichung von Vitamin 
eine Steigerung des Gaswechsels hervor, wobei sich der Wert des 
RQ in geringem MaBe erhdht. 
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tiber das Homarin, eine bisher unbekannte tierische Base. 
Von 


F. A. Hoppe-Seyler. 





Mit 4 Figuren auf Tafel I. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Oktober 1933.) 


Vor kurzem wurde aus Hummermuskel eine Base C,H,NO, 
abgetrennt, die wie Trigonellin (Nicotinsiiuremethylbetain = B-Pyri- 
Jincarbonsiuremethylbetain, Formel I) eine N—CH,-Gruppe ent- 
hielt, wie dieses ein reguliires Chloraurat C, HNO, -HAuCl, 
stark salzsaurer, und ein irregulires (C,H,NO,), : -(HAuCl,), in 
schwach salzsaurer Lisung bildete, nach vergleichenden Schmelz- 





punkts- und Mischschmelzpunktsbestimmungen aber doch nicht 
mit diesem Betain identisch war.!) Die gleiche Verbindung fand 
sich bald darauf in griéBerer Menge im Extrakt von Archen- 
muscheln.?) Mit ihr identisch f[a. a. O.1)] ist eine vor Jahren bereits 
aus Arbatia pustulosa isolierte Base), ‘die damals fiir Trigonellin 
seehalten wurde. Bei verschiedenen Avertebraten war shin eine 
bisher unbekannte, dem Trigonellin sehr fhnliche, wahrscheinlich 
isomere Verbindung nachgewiesen. 

Diese Base, die als Homarin bezeichnet wird, ist, wie in 
der jetzigen Mitteilung gezeigt werden soll, identisch mit dem 
Methylbetain der Picolinsiiure (¢-Pyridincarbonsiiure-methylbetain, 
Formel I). 


CH CH 
wes, wa, 

HC C-—_—__CQ HC CH 

[ | i | | 

HC H HC C——CO 
atl Na al 
N-—_—0 N——-—_O 
| | 
CH, CH, 





Die Untersuchung des Homarins wurde in folgender Weise durch- 
gefiihrt: zunichst wurden mehrere Salze (Chloraurat, Chloro- 
platinat, Chlorhydrat, Pikrat) der Verbindung aus Arca noae dar- 
gestellt, analysiert und mit den aus Hummer und Arbatia pustu- 
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losa erhaltenen, sowie mit den entsprechenden Trigonellinderivaten 
verglichen. Es zeigte sich, daB die aus Avertebraten erhaltenen 
Priparate Salze gaben, die in ihren Eigenschaften genau iiber- 
einstimmten und sich von den entsprechenden Trigonellinverbin- 
dungen regelmiBig sehr deutlich unterschieden, Die Analysen- 
werte der Salze entsprachen der fiir Homarin angenommencn 
Formel C,H,NO,. Damit war noch einmal sichergestellt, daB es 
sich bei den auf ganz verschiedenen Wegen aus Hummer, Arca 
noae und Arbatia pustulosa erhaltenen Homarinpriparaten um 
die gleiche einheitliche Substanz und wahrscheinlich um ein Iso- 
meres des Trigonellins handelte. 

Die Konstitutionsermittlung stiitzt sich auf folgende Beob- 
achtungen: Homarin enthilt eine N—CH,-Gruppe (N-methy)- 
bestimmung) und eine veresterbare Carboxylgruppe (Darstellung 
des Athylesters), beim trockenen Erhitzen des Chlorhydrats bilden 
sich pyridinartig riechende Zersetzungsprodukte, beim mehrstiin- 


digen Erhitzen des Chlorhydrats in konzentrierter Salzsiiure aut 


200° entsteht Picolinséure («-Pyridincarbonsiure). 

Da sich in der Literatur nur wenige genauere Angaben iiber 
das Methylbetain der Picolinsiiure und dasjenige der isomeren 
[sonicotinsiiure (y-Pyridincarbonsiiure) finden, wurden beide aus 
den entsprechenden Pyridincarbonsiiuren dargestellt (Methylerung 
mit Dimethylsulfat und Baryt) und mit Homarin verglichen. Dabei 
ergab sich vollkommene Ubereinstimmung zwischen den Salzen 
des Homarins und denen des Picolinsiiuremethylbetains. 

DaB dies Betain in Lebewesen vorkommt, war bis jetzt nicht 
bekannt. Wiahrend das isomere ‘Tl'rigonellin in vielen Pilanzen 
gebildet wird, und wihrend die Zahl der komplizierter gebauten 
pflanzlichen Pyridinderivate grof ist, ist im Tierreich bisher tiber- 
haupt nur eine Pyridinbase, das Methylpyridylammoniumhydroxyd — 
zuerst von Kutscher und seinen Mitarbeitern, spiiter auch von 
anderer Seite, im Menschenharn*®*) und in verschiedenen Averte- 
braten*®9%10) —_ hiufiger gefunden worden. Es steht dem Homarin 
wie dem Trigonellin nahe und kénnte aus beiden durch Decarboxy- 
lierung des Hydrats entstanden sein.*) 





*) Anmerkung: Im biologischen Versuch ist es bis jetzt nicht ge 
lungen, einen derartigen Abbau von Trigonellin zu Methylpyridylammonium- 
hydroxyd nachzuweisen.’"'?) Mit Homarin sollen die entsprechenden Fiitte- 
rungs- und Fiulnisversuche jetzt ausgefiihrt werden. Méglicherweise ist 
die «-carboxylierte Verbindung auch bioiogisch leichter angreifbar. Weiter 
soll gepriift werden, ob aus Picolinsiiure im Stoffwechsel héherer Tiere 
Homarin gebildet werden kann. 
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In diesem Zusammenhang soll kurz die Frage, ob auch Tri- 
sonellin als tierische Base vorkommt, beriihrt werden. Daf ‘Tri- 
conellin im tierischen Stoffwechsel gebildet werden kann, zeigte 
Ackermann!5) — bestiitigt von Komori und Sendju!%) —, der 
Nicotinsiure an Hunde verfiitterte und entsprechend der Um- 
wandlung: Pyridin —-» Methylpyridin'*!*) Trigonellin im Harn 
nachweisen konnte. Haurowitz und Waelsch?") glaubten, aus 
der Qualle Velalla spirans Trigonellin erhalten zu haben. Ihre 
Substanz gab jedoch die Fichtenspanreaktion, die man nicht mit 
Trigonellin, wohl aber mit Homarin erhilt. Die fiir Chlorhydrat 
und Chloraurat angegebenen Schmelzpunkte sprechen dagegen 
mehr fiir Trigonellin. Dabei muB allerdings beriicksichtigt werden, 
dab gerade die Chlorhydrate recht unscharfe Zersetzungspunkte 
veben, und da die Schmelzpunkte der reguliren Chloraurate 
nahe beieinander liegen. Da das Chlorhydrat auch die Millon- 
sche Reaktion gab, kann es sich iibrigens weder um reines Tri- 
conellin noch um reines Homarin gehandelt haben. Kleine Mengen 
von Trigonellin wiesen Linneweh und Reinwein [a. a. O.°)) 
regelmiBig in allen darauf untersuchten normalen menschlichen 
Harnen nach, und zwar auch bei Personen, welche alle Genub- 
mittel, die viel Trigonellin enthalten (Kaffee, Tee, Kakao, Tabak), 
liingere Zeit vollkommen fortgelassen hatten. Ob das T'rigonellin 


hier im menschlichen Stoffwechsel — etwa aus Nicotinsiiure 
pilanzliche Nahrungsmittel!) durch Methylierung — _  gebildet 


wurde, liBt sich nicht sagen. Die Verfasser selbst weisen daraut 
hin, daB die wiihrend der Versuchszeit aufgenommenen Gemiise 
(Kartoffeln, Erbsen, Hafer) etwas Trigonellin enthielten, das viel- 
leicht im Harn ausgeschieden wurde. Es ist hier also mit der 
Moglichkeit zu rechnen, daB das nachgewiesene ‘Trigonellin 
letzten Kndes pflanzlicher Herkunft war.*) Im ganzen ist jeden- 
falls auffallend, daB diese Base, die im Pflanzenreich weit ver- 
breitet ist, bei Tieren so selten gefunden wurde. 

Man kénnte daran denken, daB an ihrer Stelle bei einer 
Reihe von Tierarten Homarin gebildet wird. Will man derartige 
Vermutungen weiter fiihren, so liegt die Vorstellung nahe, Tri- 

*) Anmerkung: Sicherheitshalber wurden einige von Prof. Rein- 
wein zur Verfiigung gestellte aus Harn isolierte Trigonellinpriparate mit 
Homarin und mit synthetischem Trigonellin verglichen. Wie nach den von 
Linneweh und Reinwein mitgeteilten Schmelzpunkten zu erwarten war, 
eg es sich einwandfrei um Trigonellin (Abb. des Chlorhydrats vel. 
ate F 
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gonellin und Homarin kénnten aus den gleichen Muttersubstanzey 


gebildet werden. Als solche kiimen vor allem Chinolinderivate, 


die — vielleicht iiber Chinolinsiure — zuniichst entweder zy 
Nicotinsiure oder zu Picolinsiiure abgebaut worden sein kénnten, 
in Betracht. Chinolinsiiuremethylbetain wiirde allerdings wabhvr. 
scheinlich nur noch Trigonellin geben kénnen. In Pflanzen wiiren 
so jedenfalls Beziehungen zum Abbau zahlreicher Alkaloide, in 
Tieren zu unbekannten Abbauprodukten der Kynurensiure und 
damit des Tryptophans denkbar. 

Besonders muB aber beim Homarin an die Méglichkeit ge. 
dacht werden, daB aus Lysin, beziehungsweise aus den bei ein- 
maliger Desamidierung entstehenden Monooxy-monoaminocapron- 
siuren durch RingschluB unter Wasseraustritt «-Piperidincarbon- 
siiure, aus dieser durch Dehydrierung und Methylierung Homarin 
gebildet werden kénnte. 


CH, CH, CH, 
ihn ee ing 
H.C CH, H,¢ 0H, H.C CH, 
| > | | > | | 
H,C CH—COOH °H,C CH—COOH  H,C CH—COOH 
L. | | ‘ae 
NH, NH, NH, OH NH 
CH CH 
os, —_* 
HO OH HO OH 
ae | — a — 
HC C—COOH HC C—CH 
ie NY 
N ee ae 


Das wiirde auf Vorstellungen herauslaufen, die schon Drechsel’® 
iiber die Bildung von Pyridinbasen entwickelt hat. In ihnlicher 
Weise stellen sich z. B. Klein und Linser'%*) die Bildung von 
Stachydrin (aus Ornithin itiber q@-Oxy-d-aminovaleriansiure und 
Prolin) in Pflanzen vor. Da in Arca noae neben Homarin auch 
Stachydrin vorhanden war [a. a. O.*)], kann daran gedacht werden, 
daB der UmwandlungsprozeB im Stoffwechsel der Muscheln you 
Ornithin zum Stachydrin und in iihnlicher Weise vom Lysin zum 
Homarin fihrte. 

Ks lassen sich natiirlich noch zahlreiche andere Wege denken. 
auf denen schlieBlich Picolinsiure und Homarin im Stoffwechsel 
aus KiweiBabbauprodukten gebildet werden kénnten. Man kénnte 
z. B. bei entsprechender Abiinderung des von Klein und Linser 
fiir die Trigonellinbildung in Pflanzen aufgestellten Schemas (- 
an Stelle von 0o-Aminovaleriansiure) theoretisch Beziehunge. 
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zwischen Homarinbildung und dem Abbau bzw. Umbau des Ar- 
ginins, Citrullins, Ornithins, Prolins und schlieBlich auch der 
Glutaminsaure ableiten. Vorliufig wenigstens laBt sich aber experi- 
mentell nichts zur Begriindung von Vorstellungen dieser letzten 
Art tiber die Homarinbildung anfiihren. An die verschiedenen 
allgemeineren Theorien iiber die Entstehung von Pyridinbasen in 
Pilanzen [a. a. O.18)] soll in diesem Zusammenhang nur erinnert 
werden. 

Wichtig wire es, festzustellen, ob Homarin nur in Tieren, 
nicht auch in Pflanzen vorkommt. Werden in niederen Tieren 
methylierte Basen nachgewiesen, die wie Betain, Stachydrin u. a. 
fa, a. O.”2°)] vor allem in Pflanzen weit verbreitet und in groSen 
Mengen vorkommen, so ist immerhin mit der Moéglichkeit zu 
rechnen, daB sie — méglicherweise iiber verschiedene Passagen — 
aus pflanzlicher Nahrung stammten und als biologisch ziemlich 
indifferente Verbindungen in den Gewebsfliissigkeiten der unter- 
suchten Tiere nur retiniert wurden. Es sind aber allmihlich 
verschiedene methylierte Basen gefunden worden (y-Butyrobetain, 
Carnitin, Trimethylaminoxyd u. a. [a. a. O.'%°)], die bisher stets 
nur in Tieren, und zwar bei verhiltnismiBig vielen Arten, nie 
dagegen in Pflanzen nachzuweisen waren, die also mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit spezifisch tierische Stoffwechselprodukte sind. 
In diese Gruppe gehért vielleicht das Homarin. Es ist anderer- 
seits aber leicht méglich, daB Homarin bisher bei Aufarbeitung 
von Pflanzenextrakten iibersehen oder nicht erkannt wurde. Vor 
allem kann es natiirlich leicht fiir nicht ganz reines Trigonellin 
gehalten worden sein, da die Schmelzpunkte bzw. Zersetzungs- 
punkte seiner Salze durchweg tiefer liegen als die der ent- 
sprechenden Trigonellinverbindungen. 

Zu unterscheiden sind die beiden Basen am ehesten auf 
Grund der ziemlich weit auseinanderliegenden Schmelzpunkte der 
irreguliren Chloraurate, wenn gréBere Substanzmengen zur Ver- 
fiigung stehen besonders auch auf Grund der Krystallform der 
Chlorhydrate (vgl. Abbildung auf Taf. I). 


Experimenteller Teil. 


Die Abtrennung des Homarins aus Muskein von Homar 
homerus und aus Arbatia pustulosa ist in friiheren Mitteilungen 
beschrieben [a.a.0.»%)]. Die Isolierung gréBerer Mengen der 
Verbindung aus dem Gesamtextrakt von 24 kg Weichteilen von 
Arca noae [a. a. O.*)] erfolgte tiber Phosphorwolframat und Lysin- 
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fraktion (nach Abtrennung von Stachydrin und y-Butyrobetain «ls 
Pikrat) aus der in Alkohol und Wasser leicht léslichen Pikrat- 
fraktion. Nach Entfernung gréferer Mengen Glykokollbetain als 
Chlorhydrat wurden die Chloride durch Fillung mit Quecksilber- 
chlorid in alkoholischer Lisung aufgeteilt. Aus der Quecksilber- 
fillung wurden nach Zersetzen mit Schwefelwasserstoff 135 ¢ 
noch nicht ganz reinen Homarinchloraurats, aus dem Filtrat der 
Quecksilberfillung iiber das in Wasser verhialtnismaBig leicht 
lésliche Flavianat 12,5 g reinen Homarinchloraurats erhalten. 

Die freie Base, die aus Arbatia pustulosa friiher dargestellt 
wurde (a. a. 0.3) und die im Gegensatz zu freiem Trigonellin kein 
Krystallwasser enthialt, wurde nicht noch einmal analysiert. Sic 
gibt die gleichen Fiallungsreaktionen wie Trigonellin. 

Fiir den Vergleich mit synthetischem Picolinsiiuremethylbctain 
wurden die folgenden Salze des Homarins aus den Chloraurat- 
fraktionen in der iiblichen Weise dargestellt. 


Homarinchlorhydrat. Runde Gruppen feiner Nadeln (vel. 
Abbildung auf Taf. I), sehr leicht léslich in Wasser, schwerer in 
Methanol, noch schwerer in Athanol. Die wiiBrige Lisung re- 
agiert kongosauer und ist optisch inaktiv. Die Substanz subli- 
miert im Vakuum bei 90° und 12mm Hg. Sie zersetzt sicli 
trocken erhitzt bei 170—175° unter Bildung dunkelbrauner, hav- 
ziger Zersetzungsprodukte, die beim Abkiihlen oft eine merk- 
wiirdig blauviolette Farbe annehmen. Die abdestillierenden Zer- 
setzungsprodukte riechen intensiv nach Pyridin und geben (im 
Gegensatz zu ‘Trigonellinchlorhydrat!) die Fichtenspanreaktiou. 
Mit gesittigter Ferricyankaliumlisung entsteht die nach Réder*’ 
fiir Betaine charakteristische Fiillung. 


1. 21,855 mg Subst.: 38,8 mg CO,, 9,1 mg H,0O. 
2. 7,525 mg __,, 0,531 cem N, (16,5’, 752 mm). 
3. 12,625 mg - 10,310 mg AgCl. 
Fiir C,H,NO,-HCl Ber. C 48,40 H 4,65 N 8,08 Cl 20,45 
Gef. ,, 48,41 ,» 4,66 »» 8,24 5, 20,19. 


Regulires Homarinchloraurat. Prismen, aus starker Salzsiure 
unkrystallisiert, bei 100° i. V. getr., Schmelzp. 188—190°. 


4, 25,450 mg Subst.: 16,6 mg CO,, 3,9 mg H,O, 10,475 mg Au. 


5. 7120me . 0,201 cem N, (18°, 755 mm). 
6. 18,760 mg ss, 7,730 mg Au. 
v 6,054 mg _,, 3,10 mg AgJ. 
Fiir C,H,NO,-HAuCl, 
Ber. C 17.6 H 1,7 N 2,9 Au 41,3 (N=—)CH, 3,10 
Get. ., 17,79 » gee »» 3,80 ,, 41,18, 41,20 ” 3,25. 
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Irregulires Homarinchloraurat. Hellgelbemikroskopische Nadeln, 
aus dem reguliren Salz durch Umkrystallisieren aus Wasser. Schmelz- 
punkt 138—141 ‘, 

8. 20,525 mg Subst.: 15,8 mg CO,, 3,8 mg H,O, 7,795 mg Au. 


9, 11,310 mg se», 4,300 mg Au. 
Fiir (C,H,NO,),-(HAuCl,), Ber. C 21,42 H 1,99 Au 387,73 
Gef. ,, 20,99 » 2,07 Au 37,96, 38,02. 


Homarinchloroplatinat. Platten. Beim Umkrystallisieren aus 
Wasser bilden sich irregulire Verbindungen. Aus Salzsiure umkrystallisiert 
und bei 100° i. V. getr. Schmelzp. 197—198° (Zers.). 


10. 24,430 mg Subst.: 22,0 mg CO,, 5,4 mg H,0. 


11. 8,795 mg “ 0,339 cem N, (18,5°, 739 mm). 
12. 12,085 mg - 3,455 mg Pt. 
Fiir (C,H,NO,),-H,PtCl, Ber. C 24,56 H 2,36 N 4,10 Pt 28,53 
Gef. , 24,56 ,, 247 ,, 4,3! », 28,58. 


Homarinpikrat. Hellgelbe, mikroskopische Tafeln. Schmelzpunkt 
155—160° (Zers.). 

13. 4,975 mg Subst.: 7,705 mg CO,, 1,220 mg H,0. 

14. 6,545 mg 0,874 cem N, (18°, 750 mm). 

Fiir C,H,NO,-C,H,N,;0, Ber. C 42,61 H 2,75 N 15,31 

Gef. ,, 4224 ,, 2,74 ,, 15,46. 

Homarinithylesterchloroplatinat. Aus einer Aufschwemmung 
von 0,3 g Homarinchlorhydrat in absolutem Athylalkohol nach Sittigung 
mit trockenem Salzsiiuregas mit alkoholischer Platinchloridchlorwasserstoft- 
siure gefillt und zweimal aus Wasser umkrystalliert, im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. Schmelzp. 199—206° (Zers.). 

15. 19,360 mg Subst.: 20,8 mg CO,, 5,90 mg H,0. 

16. 9,925 mg = 2,615 mg Pt. 

1%. 5,927mg _,, 3,700 mg AgJ (Oxyiithylbest.) und 3,60mg AgJ 

(N-Methylbest.). 
Fiir (C,H,,NO,),-H,PtCl, 

Ber. C 29,18 H 3,27 Pt 26,38 (O-)C,H, 7 
Gef. ,, 29,30 ,, 3,40 ,, 26,35 i 1, 

Analysenergebnisse der entsprechenden Salze aus Arbatia 
pustulosa und der Chloraurate aus Hummer sind in den friiheren 
Mitteilungen zu finden [a. a. O."'%)]. Die Schmelzpunkte sind in 


der Tabelle (vgl. unten) zusammengestellt. 


Abbau von Homarin zu Picolinsiure. Zwei EKinschlufrohre 
mit je 0,5 g¢ Homarinchlorhydrat aus Arca noae in je 10 ccm 
konzentrierter Salzsiure [spez. Gew.'!*)] wurden 10 Stunden auf 
200° erhitzt. Nach Beseitigung des Hauptteiles der iiberschiissigen 
Salzsiiure durch mehrmaliges EKinengen im Vakuum bis zur 
Trockne und Aufnehmen in Wasser, wurden aus der konzen- 
trierten Lésung mit gesittigter Kupferacetatliésung 0,285 g Kupfer- 


(N—)CH, 4,06 


9) oO 
”? 3,89. 
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salz erhalten, das einmal aus Wasser umkrystallisiert wurde. Nach 
Aussehen und Zusammensetzung handelte es sich um _ picolin- 
saures Kupfer. Wie dieses enthielt es anscheinend 2 Mol. Krystall- 
wasser, die schon im Vakuum bei Zimmertemperatur langsam 
abgegeben wurden. Bei 90° im Vakuum getrocknet. Schmelz- 
punkt iiber 270°. 

18. 9,069 mg Subst. (bei 100° getr.): 2,347 mg CuO. 

19. 6,097mg ,, (,, 100° ,, ): 0,500 cem N, (20°, 751 mm). 
Fiir (CsH,NO,),Cu Ber. Cu 20,66 N 9,11 Gef. Cu 20,68 N 9,44. 


Die nach Zersetzung des Kupfersalzes mit Schwefelwasserstof! 
erhaltene Lésung gab mit Ferrosulfatlésung eine gelbbraune Fiv- 
bung. [a-carboxylierte Pyridinderivate geben diese Reaktion im 
Gegensatz zu f- oder y-Pyridincarbonsiuren.”)] Das aus dem 
Chlorhydrat erhaltene, einmal aus Salzsiiure umkrystallisierte Chlor- 
aurat zersetzte sich ebenso wie ein aus reiner Picolinsiiure dar- 
gestelltes bei 218° und gab mit diesem keine Mischschmelzpunkts- 
depression. Bei der Methylimidbestimmung ging kein Jodmethy!| 
liber. 

20. 4,985 mg Subst.: 2,850 mg CO,, 0,670 mg H,O, 2,125 mg Au 

21. 5,417mg ., 2,310mg Au 

22. 5127mg ,, 0,000 mg AgJ 
Fiir C,H,NO,AuCl, Ber. C 15,6 H 1,3 Au 42,6 N(-CH;) 0,00 

Gef. ,, 15,59 ,, 1,50 ,, 42,63 - 0,00 
» 42,64 

Das Abbauprodukt des Homarins war also identisch mit 

Picolinsiure. 


Methylierung von Picolinséure. Die Picolinsiurepriaparate des 
Handels sind oft unrein und miissen deshalb zunichst iiber das 
Kupfersalz gereinigt werden. Analysenreine Picolinsiure, die richtig 
bei 184—136° schmolz, lieferte die Firma E. Merck. Verhiiltnis- 
miBig bequem kann man sie aus e@-Picolin durch Permanganat- 
oxydation herstellen.?!) Die Methylierung der Picolinsiure wurde 
nicht wie bei Hantzsch u. a. (**'**) mit Jodmethyl, sondern mit 
Dimethylsulfat ausgefiihrt. Sie geht mit Dimethylsulfat und Natron- 
lauge bei Zimmertemperatur nicht oder doch nur sehr langsam 
vor sich, In guter Ausbeute wurde aber das Betain auf folgendem 
Wege erhalten: 

8 g reine Picolinsiure in 100 ccm Wasser wurden bei 
Zimmertemperatur mit 10 ccm Dimethylsulfat und so viel fein 
gepulvertem Bariumhydroxyd versetzt, daB ein Teil ungeldst als 
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Bodensatz blieb. Die Mischung wurde im ganzen mindestens 
5 Stunden kraftig geschiittelt. Von Zeit zu Zeit setzte man 
weitere Mengen von Dimethylsulfat (insgesamt 60 ccm) und Baryt 
zu. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dab die Reaktion 
dauernd alkalisch blieb. Das Gemenge wurde in iiberschiissige 
Salzsiure gegossen, unter mehrmaliger Zugabe von konz. Salzsiiure 
eingedampft, mit Methylalkohol aufgenommen und das methyl- 
alkoholische Filtrat vom Bariumsulfat und -chlorid im Vakuum 
zur Trockne gebracht. Nach Aufnehmen des Riickstandes mit 
Wasser und genauer Ausfillung der noch gelésten Bariumchlorid- 
reste mit Schwefelsiure krystallisierte beim Einengen das Chlor- 
hydrat des Picolinsiuremethylbetains aus. Aus diesem wurden 
in bekannter Weise die iibrigen Salze dargestellt. 

Chlorhydrat. Runde Gruppen feiner Nadeln (vgl. Abbildung 
auf Tafel I), gibt wie Homarinchlorhydrat die Fichtenspan- 
reaktion. Gef. Cl 20,31°/). 

Regulires Chloraurat. Aus konzentrierter Salzsiure Pris- 
men. Gef. C 17,78°/,, H 1,63°/,, Au 41,19°/,, (N-)CH, 3,13°/,. 

Irregulires Chloraurat. Hellgelbe Nadeln, aus dem 
vorigen durch Umkrystallisieren in Wasser. Gef. C 20,84°/,, 
H 2,279/, Au 37,369. 

Chloroplatinat. Aus Salzsiure Tafeln. Gef. Pt 28,72°/,. 

Pikrat. Hellgelbe Tafeln. Gef. C 42,24°/,, H 2,71°/,, 
N 15,30°/,.. Die Schmelzpunkte der Salze sind in der Tabelle 
am Ende der Arbeit zusammengestellt. Sie stimmten mit denen 
der entsprechenden Homarinverbindungen iiberein. Bei Misch- 
schmelzpunktsbestimmungen mit diesen wurden die gleichen Werte 
erhalten. Ebenso zeigten sich hinsichtlich Krystallform, Lislich- 
keit usw. keine Unterschiede zwischen den Salzen des Homarins 
und des synthetischen Picolinsiuremethylbetains. 

Methylierung von Isonicotinsiure. Aus reiner Isonicotinsiure, 
welche Herr Prof. Emmert, Wiirzburg, freundlicherweise zur Ver- 
fiigung stellte, wurde auf genau die gleiche Weise das Methyl- 
betain dargestellt [Literatur iiber Isonicotinséuremethylbetain 
em on. OP), 

Chlorhydrat. Gef. Cl 20,62°/,. 

Regulires Chloraurat. Gef. Au 41,27°/. Ein irregu- 
lares Chloraurat (C,H,NO,),-(HAuCl,), wird im Gegensatz zu 
Trigonellin und Homarin beim Isonicotinsiuremethylbetain an- 
scheinend nicht gebildet — jedenfalls wurde regelmaBig nach 
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Umkrystallisieren aus Wasser das reguliire Salz unverinder' 
zuriickerhalten. 
Chloroplatinat. Gef. Pt 28,01°/,. 
Pikrat. Gef. N 15,73°/.. 
Die Schmelzpunkte der Salze sind in der nachstehende 
Tabelle zusammengestellt. 





























Chloraurat Chloro- | Chlor- Pil 
ete | tancente,| piatinat | hydrat : “wn 
regulir irreguliir Ae in ° 
in ° in ? ag in ° 
— = = —— ——————_————— - — 
1 Homarin aus 189—190 | 139—148 
Hummer | 
2 Homarin aus | 188—190 | 138—141] 196—198] 168—170] 158 
Area noae Zers. Zers. Zers. 
3 Homarin aus 187—189 | 136—137 | 194—196 | 172—175 | 156—158 
Arbatia pustulosa Zers. Zers. Zers. 
4 | Synthet. Picolin- 188—190 | 136—138 | 194—196 | 170—175 | 158—160 
siiuremethylbetain | Zers. Zers. Zers. 
) | Synthet. Nicotin- 198 | 185—186 | 225—226 | 257—258 | 198—200 
siuremethylbetain Zers. Zers. 
(Trigonellin) iiber 200° 
stoBweise 
} Sintern 
6 | Synthet. Isonicotin- | 233—234 222—223 | 255—260 | 215---217 
siuremethylbetain Zers. Zers. Zers. 


Das Trigonellin fiir die Vergleichsbestimmungen war auf dic 


iibliche Weise durch Methylierung von Nicotinsiure dargestellt 
worden. Alle Chloroplatinate wurden krystallwasserfrei untersucht. 
Die Zersetzungspunkte der Chlorhydrate waren sehr unschar!. 
Turnau (a. a. O. 73) fand fiir Picolinsiuremethylbetainchlorhydrat 
165—170°% Nur bei ungewohnlich langsamem Steigen der Tempe- 
ratur kam ich auf Werte unter 170°. 


Die Arbeit wurde durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Not- 
gcemeinschaft der deutschen Wissenschaft. 
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Zur Frage der antiskorbutischen Wirksamkeit 
ascorbinséiureahnlicher Verbindungen. 
Von 


0. Dalmer und Th. Moll. 


(Aus der Forschungsabteilung der Firma E. Merck, Darmstadt.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Oktober 1933.) 


Die antiskorbutische Wirksamkeit der Ascorbinsiiure tierischer 
und verschiedener pflanzlicher Herkunft ist durch zahlreiche 
Untersuchungen absolut sichergestellt. Die Identitit dieses Stoffes 
mit dem Vitamin C, die kaum mehr zweifelhaft war, ist abschlieBend 
dadurch bewiesen, dab auch die synthetisch hergestellte 1-Ascorbin- 
siure nach Reichstein und Mitarbeitern') die gleiche Wirksam- 
keit zeigt wie das natiirliche Material. Diese Autoren haben 
auBer der l-Ascorbinsiure die entsprechende bisher in der Natur 
nicht aufgefundene d-Form synthetisiert und biologisch priifen 
lassen. Nach der vorliegenden kurzen Notiz hat diese Verbindung 
auch bei viermal gréBeren Dosen als bei der 1-Form noch keine 
deutliche antiskorbutische Wirkung erkennen lassen. Dieses 
Resultat, das noch durch die Priifung in wesentlich héheren 
Dosen erginzt werden soll, beleuchtet die Abhangigkeit der Vita- 
min C-Wirksamkeit von der Feinstruktur des Molekiils. Es liegt 
vom theoretischen und praktischen Standpunkt aus nahe, die 
Fragestellung dahin zu verallgemeinern, ob es noch andere, ins- 
besondere der Ascorbinsiure chemisch*nahestehende Verbindungen 
gibt, die antiskorbutische Wirksamkeit besitzen. 


Vor einigen Monaten hat Ohle’) iiber die Synthese eines Stoffes von 
der gleichen Summenformel wie Ascorbinsiure —C,H,O,— kurz berichtet. 
Er erhielt durch alkalische Behandlung des Methylesters der d-Glucoson- 
siure unter Verseifung und gleichzeitiger Wasserabspaltung die genannte 
Verbindung. Sie zeigt die charakteristischen chemischen Reaktionen in 
gleicher Weise wie die Ascorbinsiure, ist aber nicht mit ihr identisch, was 
ohne weiteres aus den physikalischen Konstanten und z. B. aus dem Ver- 
halten bei der Acetonierung hervorgeht. — Eine entsprechende Synthese 
wurde kiirzlich von Maurer und Schiedt') ausfiihrlicher beschrieben. 
Diese Autoren erhielten, gleichfalls ausgehend von dem Methylester der 
2-Ketogluconsiure, durch Anwendung von Natriummethylat in Pyridin oder 
Methanol unter Verseifung und Wasserabspaltung einen Stoff der Zusammen- 
setzung C,H,O,, der nach seinen Eigenschaften und seiner Herkunft iden- 
tisch mit der von Ohle gewonnenen Verbindung sein diirfte. Uber die 
Konstitution dieses Ascorbinsiure-Isomeren besteht noch keine Sicherheit. 
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Da nach der Herstellung die Bildung eines Lactonringes (gemi8 Formel I) 
entsprechend der Konstitution der Ascorbinsiiure wenig wahrscheinlich ist, 
bevorzugen Ohle wie auch Maurer eine der von Micheel*) friiher fiir 
Ascorbinsiure aufgestellten entsprechende Formel (II). 





C=0 COOH C=0 ! 

bon 6 C——— C-oH | 

I ‘on | I ‘on b iI ri JH | 

= H-C-OH | CH, | 

H—C_OH Ho __ emanates 
CH,OH du,0n 


Unabhingig von der Frage der Konstitution erschien es bei 
der Gleichartigkeit des chemischen Verhaltens von Interesse, diese 
Siure auf antiskorbutische Wirksamkeit zu priifen, zumal Ohle”*) 
andeutungsweise mitgeteilt hat, daB seine Verbindung eine, wenn 
auch schwache Wirksamkeit besitzt. Da Ohle bisher keine genaue 
Vorschrift iiber die Herstellung seiner Verbindung bekanntgegeben 
hat, wurde die von Maurer beschriebene Siure, die im folgenden 
kurz als ,,M-Siure“ bezeichnet werden soll, hergestellt. Sie war 
leicht als Natriumsalz in krystallisiertem Zustand zu erhalten 
und wurde im Einverstiindnis mit Herrn Dr. Maurer biologisch 
gepriift. — Wir kénnen ferner iiber die biologische Untersuchung 
einer noch einfacheren Verbindung berichten, welche die charak- 
teristische fiir das Reduktionsvermégen verantwortliche Atom- 
gruppierung der Ascorbinsiiure enthilt und sich dementsprechend 
auch in ihrem chemischen Verhalten ihnlich erweist. Es ist dies 
die von Micheel®) durch Kondensation von 2 Molekiilen Glykol- 
siure dargestellte und von ihm als ,,Oxytetronsiiure“ bezeichnete Ver- 
bindung ©,H,O,. Wie aus der Formel III hervorgeht, stellt diese 
Verbindung den Lactonring der Ascorbinsiiure ohne die Seitenkette 
—CHOH—CH,OH dar. Das Material fiir die Versuche wurde 
uns von Herrn Dr. Micheel freundlichst zur Verfiigung gestellt. 

Nach der biologischen Priifung an Vitamin C-frei ernihrten 
Meerschweinchen ist die ,,M-Saure“ antiskorbutisch wirksam. Sie 
unterscheidet sich jedoch in quantitativer Hinsicht von der Ascorbin- 
siure. Von der ,,.M-Siure“ sind bei peroraler und parenteraler Dar- 
reichung weit héhere Dosen notwendig, um eine der Ascorbin- 
siure sonst qualitativ gleiche antiskorbutische Schutzwirkung zu 
erzielen. Bei peroraler Darreichung ist das Verhiltnis etwa 1: 40, 
bei subkutaner Darreichung ist es giinstiger und betriigt etwa 1:20. 
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Oxytetronsiure ist bei peroraler Verabreichung bei einer 
Dosis, die der 20 fach wirksamen Dosis von Ascorbinsiure ent- 
spricht, antiskorbutisch noch yéllig unwirksam. 

Die biologische Priifung der ,,M-Siure“ beweist, daB der 
Ascorbinsiure fbnliche Verbindungen den Vitamincharakter, wenn 
auch wesentlich abgeschwiicht, noch besitzen kénnen. Es mut 
weiteren Versuchen iiberlassen bleiben festzustellen, welche Atom- 
konfigurationen fiir die physiologische Wirkung mabgebend sind. 
Jedenfalls geht aus der Unwirksamkeit der Oxytetronsiiure 
wie iibrigens auch aus der Unwirksamkeit der Acetonverbindung 
der Ascorbinsiiure ®) — hervor, daB der Lactonring, der die aut- 
fallenden chemischen Eigenschaften der Ascorbinsiiure bedingt, 
allein nicht Triiger der Vitaminnatur ist. 


Experimenteller Teil. 


Uber die Technik des biologischen Versuches und iiber die vergleichs- 
weise biologische Auswertung der Vitamin C-Wirkung von Ascorbinsiiure 
und Citronensaft, sowie iiber die antiskorbutische Wirksamkeit der Ascorbin- 
siure bei parenteraler Darreichung ist an anderer Stelle’)*) schon berichtet 
worden. Die niheren Einzelheiten der biologischen Priifung der ,,M-Siiure“ 
und der Oxytetronsiiure sind in der beigefiigten Tabelle zusammengestellt. 
Die Priifung wurde in zwei, zeitlich etwa 6 Wochen, auseinanderliegenden 
Versuchsreihen durchgefiihrt, deren erste Mitte Juli dieses Jahres begonnen 
wurde. fFiir die Tierversuche wurden wiibrige Lésungen benutzt, dic 
wihrend der Versuchsdauer als Tagesdosen unter Kohlensiiure in Ampullen 
eingeschmolzen aufbewahrt wurden. Aus dieser Liésung wurden tiiglich 
kurz vor der Darreichung die erforderlichen Verdiinnungen hergestellt. Dic 
verabreichte Menge betrug bei subcutaner Anwendung nicht mehr als 0,5 cem, 
bei der peroralen Darreichung nicht mehr als 1,0 cem. Die Lésung von 
Oxytetronsiiure in den Ampullen war 5°/, ig, von der M-Siure 2°/,ig. Als 
Kontrollen ist bei den Priifungen Citronensaft, der tiglich durch Auspressen 
von Citronen frisch gewonnen wurde, verwendet worden, da Ascorbinsiiure 
zu dieser Zeit in der erforderlichen Menge nicht mehr zur Verfiigung stand. 

Der Tabelle ist zu entnehmen, daB das Natriumsalz der 
M-Siure bei peroraler Darreichung in Tagesdosen von 20 mg be! 
Vitamin C-frei ernihrten Meerschweinchen den Wachstumsstill- 
stand und das Auftreten von makroskopisch bei der Zerlegung 
nachweisbaren Skorbutveriinderungen verhindert. Histologisch sind 
an den Schneidezihnen die Skorbuterscheinungen bereits deutlich 
nachzuweisen. Bei der Dosis von 10 mg ist das Wachstum wiihrend 
der Versuchsdauer noch nicht gestért, jedoch sind bei der Zer- 
legung makroskopisch Skorbutveriinderungen nachzuweisen, ebenso 
histologisch an den Schneideziihnen. Bei der Tagesdosis von 


5 mg ist die Schutzwirkung ungeniigend und reicht nicht mehr 
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aus, um den Gewichtsstillstand der Tiere zu verhindern. Bei 
beiden Versuchsreihen stimmt der Befund bis auf geringe Schwan- 
kungen iiberein. Im Vergleich mit der Schutzwirkung von 1,5 ccm 
frischem Citronensaft sind 20 mg der M-Siure nach dem Befund 
an den Schneidezihnen in der einen Versuchsreihe wirksamer, 
in der anderen weniger antiskorbutisch wirksam. Nach der Schutz- 
wirkung von 1,5ccm Citronensaft, wie sie im allgemeinen bei den 
friiheren Priifungen bei dieser Dosis erzielt worden ist, kann die anti- 
skorbutische Wirkung der M-Saure der Wirkung von 1,5 ccm Citronen- 
saft gleichgesetzt werden und dementsprechend — auf Grund der 
friiheren Versuche — der Wirksamkeit von 0,5 mg Ascorbinsiure. 

Bei subcutaner Darreichung der M-Siure ist die Schutz- 
wirkung wesentlich stirker ausgeprigt als bei der peroralen Ver- 
abreichung. Tagesdose his zu 5 mg sind noch ausreichend, um 
den Wachstumsstillstand zu verhindern und sind imstande, bis 
zum AbschluB des Versuches das Auftreten von makroskopisch 
nachweisbaren Skorbutveriinderungen zu verhindern. Erst bei der 
Dosis von 1,5 mg ist die Schutzwirkung soweit vermindert, dab 
sowohl nach dem Verlauf der Wachstumskurve wie nach den 
pathologischen Verainderungen schwerer Skorbut vorliegt. 10 mg 
M-Siiure haben, subcutan verabreicht, nach dem histologischen 
Befund an den Schneideziihnen etwa die gleiche Wirkung wie 
20 mg nach peroraler Verabreichung und entsprechen damit der Wir- 
kung von 0,5 mg subcutan verabreichter Ascorbinsiure. Im Gegen- 
satz zur Ascorbinsiiure ist die M-Siaiure bei parenteraler Verab- 
reichung wirksamer als bei peroraler, erreicht aber auch bei dieser 
Art der Darreichung nicht die wirksame Dosis der Ascorbinsiure. 

Oxytetronsiiure hat bei peroraler Darreichung in Tagesdosen bis 
zu 10 mg den Verlauf des Skorbuts nicht beeinfluBt. Die Wachs- 
tumskurven und die pathologisch-anatomischen Verinderungen 
gleichen bei diesen Tieren denen der unbehandelten Kontrollen. 
Oxytetronsiure muff demnach als antiskorbutisch unwirksam an- 


gesehen werden. 
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Uber das Verhalten der Esterasen gegeniiber Esteranhydriden 
von der Art des Milchsiurelactids und der Lactylmilchsaure. 


Betrachtungen iiber die Ursache der relativen Spezifitat der Lipasen. 
(V. Mitteilung') zur Kinetik der Esterhydrolyse 
durch Enzyme.) 

Von 
Eugen Bamann, Ernst Schweizer und Maria Schmeller. 


(Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. und pharmaz. Chemie 
der Techn. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1933.) 


Theoretiseher Teil. 


Unsere Untersuchung behandelt die Frage, ob esterartige An- 
hydride vom Typus des Milchsiiurelactids und der Lactylmilchsiure 
durch die Lipasen der Leber und der Bauchspeicheldriise gespalten 
werden und beabsichtigt, einen Beitrag fiir die Begrenzung der 
Spezifitiit dieser Enzyme zu liefern. 

Nach unseren Messungen sind von den gepriiften Lactiden 


nur das der Milchsiure und das der Glykolsiure — nennenswert 
allerdings nur das erstere — enzymatisch spaltbar, wihrend das 


Diphenylglykolid, das Benzilid, das Tetrasalicylid und das Poly- 
salicylid véllig unangegriffen bleiben. Diese Feststellung kénnen 
wir durch den Nachweis vertiefen, daB die Nichtspaltbarkeit 
dieser Ester auf mangelnder Affinitit der Organlipasen 
zu diesen Verbindungen beruht. Die Enzyme entbehren aber 
auch der Fithigkeit, mit einfachen Esteranhydriden, der Lactyl- 
milchsiure, Acetylmandelsiiure, Acetylsalicylsiiure und Salicylo- 
salizylsiure, Zwischenverbindungen einzugehen, so daB die Vor- 
bedingung einer beschleunigten Hydrolyse garnicht erfillt wird. 
Dieser Befund ist um so bemerkenswerter, als wir vor einigen 
Jahren die Nichtspaltbarkeit von Lactonen auf einer anderen 
Ursache, nimlich dem Fehlen der Zerfallsfahigkeit der Reaktions- 
zwischenprodukte beruhend festgestellt haben.’) 


) 1V. Mitteilung, E. Bamannu. M.Schmeller, Diese Z. 194, 14 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXIT, 9 
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Bei der ausgeprigten relativen Spezifitit der esterspaltenden 
Enzyme ist es iiberaus schwierig, das Wesentliche in der Struktur- 
verschiedenheit der Substrate zu erkennen, das ihre Reaktions- 
fahigkeit bedingt und deren Glieder im einzelnen beeinfluBt. Die 
Literatur verzeichnet zwar verschiedene Befunde iiber die Aus- 
wirkung von Veriinderungen der Struktur eines Substrates auf seine 
Reaktionsfihigkeit, allein sie reichen noch nicht aus, das Wesen 
der Spezifitit nach allgemeinen Gesichtspunkten zu_verstehen. 
Die Beobachtung, daB das Glykolid mibig, das Lactid (Dimethy!- 
glykolid) gut, das Diphenylglykolid, Benzilid und Salicylid gar 
nicht gespalten werden, fiihrt uns nun unter Beriicksichtigung 
der unzulanglichen Affinitit der nichtsp: tbaren Substrate zu der 
Vorstellung, daB das Enzymbindungsvermoégen der Ester- 
gruppe eines Substrates von dem elektrochemischen 
Charakter der in ihrer Nihe sich befindenden Gruppen 
maSgeblich beeinfluBt wird. 

Ks ist ein gliicklicher Umstand fiir diese Erkenntnis, daf bei 
den esterartigen Anhydriden dieser Untersuchung an Stelle der 
relativen Spezifitaét gréBtenteils eine absolute beobachtet wird. 
Diese Betrachtungsweise diirfte nun nicht allein bei Substraten 
von Lactidstruktur Geltung haben. Sie scheint vielmehr im 
Verein mit den von H. vy. Euler und O. Svanberg?) ent- 


wickelten Vorstellungen iiber die Ampholytnatur der 


Carbonsiureester GesetzmiBigkeiten der enzymatischen 
Esterhydrolyse’) aufdecken zu kénnen.*‘) 

Es wird notwendig, eine Reihe bisher erhobener Befunde in 
Richtung unserer Vorstellung zu beachten und zu priifen. ‘So 
werden nach iilteren Versuchen®) und eigenen Messungen Kster, 
die eine aromatische Siure oder ein Phenol als Komponente 
haben, im allgemeinen langsamer gespalten als Ester, deren Kon- 
ponenten der aliphatischen Reihe angehéren. Und die Resistenz 


*) Diese Z. 115, 139 (1921); iiber die Kritik der v. Eulerschen Theorie 
vgl. G. M. Schwab, Katalyse, Berlin (1931), besonders S. 92. 

8) Vgl. auch R. Kuhn in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre 
Wirkungen, Bd.I, 8. 232, Leipzig 1925. 

*) Im Falle der Dipeptidase konnten A. K. Balls u. F. Kéhler [Ber. 
chem. Ges. 64, 34 (1931)] und E. Waldschmidt-Leitz u. A. K. Balls 
[ebenda 64, 45 (1931)] den EinfluB des elektrochemischen Charakters eines 
Substrates bzw. seiner chemischen Gruppen auf die Affinitét zum Enzym 
in besonders tiberzeugender Weise aufzeigen. 

*) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. |, 
S. 481, Leipzig 1925. 
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des Salicylsiurephenylesters gegen die enzymatische Hydrolyse ist 
bekanntlich so groB, daB seine Spaltbarkeit bisher umstritten war.°) 
Nach unseren Messungen besteht zwar eine Beschleunigung der 
Hydrolyse des Salols bei Gegenwart von Esterase, allein sie ist 
‘ijuBerst gering. Es miiBte gepriift werden, ob die langsame Spalt- 
barkeit dieser Substrate auf eine geringe Affinitit zum Enzym mit 
zuriickzufiihren ist. Weiter verdienen Ergebnisse einer aufschlub- 
reichen Untersuchung von P.Rona und O. Mihlbock®*) iiber den 
Hinflu8 der Konstitution der Siurekomponente auf die Ver- 
esterungsgeschwindigkeit Beriicksichtigung. Substitution in einer 
Carbonsiure verlangsamt die Geschwindigkeit der Veresterung. 
Dabei ist bei Einfihrung einer Phenylgruppe oder eines Halogen- 
atoms die Entfernung des Substituenten von der Carbonylgruppe 
maBgeblich. Hier hat voraussichtlich die Substitution eine Herab- 
setzung der Affinitiit des aus der substituierten Siure gebildeten 
Ksters bewirkt. 

Bereits am iibersichtlichsten scheint uns die dargelegte An- 
nahme, wenn man die Reaktionsverhiltnisse bei Substraten be- 
trachtet, bei denen die Carbonylgruppe unter dem Einflu8 einer 
elektronegativen Siuregruppe steht. Dieser Fall ist beispielsweise 
verwirklicht bei den in der vorliegenden Untersuchung gepriiften 
Kstern von der Art der Lactylmilchsiiure: durch die Negativitit 
des Carboxyls biiBt die benachbarte Estergruppe ihre Reaktions- 
fihigkeit mit dem Enzym vollstiindig ein, das Carbony] ist affinitiits- 
los; dieselbe Estergruppe bietet aber im Falle einer Bildung aus 
Milchsiiure und sekundirem Propylalkohol dem Enzym die Méglich- 
keit einer Anlagerung und darauffolgender Hydrolyse. Unter diesem 
Gesichtspunkt betrachten wir auch den von J.H. Kastle’) in einer 
schénen Untersuchung vor mehr als 30 Jahren erhobenen Befund, 
daB der Monoithylester der p-Sulfobenzoesiure enzymatisch nicht 
spaltbar, der Ester der p-Sulfaminbenzoesiiure dagegen verseif- 
bar ist. 

Wir weisen in diesem Zusammenhang auch auf den Hydro- 
lysevorgang bei den neutralen und sauren Estern mehrbasischer 
Carbonsiuren hin. Kastle hat die Unwirksamkeit der Esterase 
gegeniiber den von ihm gepriiften sauren Estern (der Oxal-, 
Bernstein-, Phthal- und Fumarsiure) mit der elektrolytischen 
Dissoziation dieser Substrate zu erkliren versucht. Er legte 

°) Biochem. Z. 223, 180 (1930). 
‘) Amer. chem. J. 27, 481 (1902). 
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seinen Ergebnissen die Auffassung zugrunde, ,,that lipase cannot 
form combinations with ions but only with molekules“. Datijy 
spriiche auch, daB Monoester, in chemisch indifferente Derivate 
iibergefiihrt, spaltbar wiirden. Untersuchungen spiterer Jahre‘) 
haben die Befunde von Kastle erginzt durch den Nachweis, daf 
neutrale Ester der genannten Dicarbonsiuren nur bis zur Stufe 
des sauren Esters verseift werden, sie haben sie erweitert durch 
den Befund, daB die Hydrolyse bei den héheren Gliedern dieser 
Reihe vollstindig verliuft: Adipinsiiurediathyl- wie auch mono- 
ithylester werden enzymatisch verseift. Auf Grund dieser Tat- 
sachen fiihren D. A. McGinty und H. B. Lewis’) das Versagen 
der Hydrolyse von saurem Malonsiiureester nicht auf [onisation 
der Estersalze und Unfiahigkeit der Lipase sich mit Ionen zu 
verbinden, zuriick, sondern auf die Kigenart festerer Bindung der 
zweiten Athylgruppe des Diiithylmalonats. Dieser Erklirungsver- 
such ist nicht ausreichend. Demgegeniiber verstehen wir die er- 
wihnten Ergebnisse unter dem Gesichtspunkt unserer Hypothese: 
die sauren Ester sind ahnlich wie die Lactylmilchsiure affinitiatslos 
gegeniiber dem Enzym und unspaltbar, so lange der EinfluB der 
freigewordenen Carboxylgruppe geniigend zur Wirkung komnt. 
Wird er abgeschwicht, etwa durch gréfere Entfernung des Carb- 
oxyls von der Estergruppe, so wird auch dieses Substrat der 
Hydrolyse zugiinglich. 

Zu den bisherigen experimentellen Ergebnissen iiber die Be- 
deutung der elektrochemischen Natur der Substrate fiir ibre 
Spaltbarkeit kommen einige Erfahrungen iiber die elektrochemische 
Natur der Lipasen. Nach Beschreibungen, die R. Willstitter 
und EK. Waldschmidt-Leitz*®) iiber die Pankreasenzyme geben, 
weist die Lipase (bei mifigem Reinheitsgrad) neben basischen 
ausgepragte saure Higenschaften auf, wihrend proteolytisches 
und diastatisches Enzym stiirker elektropositive Eigenschaften zu 
erkennen geben. Die basischen Eigenschaften der Lipase lassen 
die Ergebnisse einer neueren Untersuchung von D. Glick und 
C. G. King?!) verstehen, nimlich die hinsichtlich Hemmung ab- 
fallende Wirkung der an den Amylrest gebundenen Ionen bezv. 
Gruppen: J > SH > Br > OH > Cl > CO > CONH, > NH,. Da- 





8) A. A. Christman u. H. B. Lewis, J. of biol. Chem. 47, 495 (1921): 
Kk. C. Hyde u. H. B. Lewis, ebenda 56, 7 (1923). 

*) J. of biol. Chem. 67, 567 (1926). 

”) Diese Z. 125, 132 (1923) und zwar S. 163. 

") J. of biol. Chem. 95, 477 (1932). 
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er, 
annot neben wird aber auch verstindlich, daB die Anlagerung der Lipase 
Datiy an Ester, deren Reaktionssphire unter dem ungiinstigen, weil zu 
rivate groBen, EinfluB elektronegativer Gruppen steht, nicht oder nur 
ahre®) ungeniigend erfolgt.’”) Quantitative Vergleiche, die wir vorbereiten, 
3, dag werden weiteres Licht auf das Wesen der relativen Spezifitit der 
Stufe esterspaltenden Enzyme werfen. 
durch 
Rees Experimenteller Teil. 
1ON0- I. Substrate und Enzymmaterial. Wir haben folgende esterartigen 
. Tat. Anhydride zur Priifung herangezogen: 
aie Lactylmilchsiure in Form von Acidum lacticum des D.A.B. VI. 
_— Diese Milchsiiure enthilt neben Lactylmilchsiure nach neueren, optischen 
sation Untersuchungen von R. Dietzel und R. Krug") keine weiteren Anhydri- 
en ZU sierungsprodukte; der Gehalt unseres Priiparates an Lactylmilchsiiure be- 
ig der trug 27,6 °/,. 
osver- Acetylmandelsiure. Die nach dem Verfahren von R. Anschiitz 
und R. Bécker") in Form eines G6ligen Riickstandes gewonnene Siure 
wurde nach den Angaben von F. Kaufler und C. Herzog") mit Wasser 
these: ausgewaschen, wodurch sie in eine krystalline Masse iiberging. Nach zwei- 
Atslos maliger Umkrystallisation aus Wasser zeigte die Siure den Schmelzp. 51,8°. 
B der ” — In Form von Aspirin in Substanz ,,Bayer- 

Meister Lucius“. 
_— Salicylosalicylsiure. Als Diplosal ,,C. F. Boehringer & Séhne“. 
Carb- Milchsiurelactid. Die Darstellung des Lactids erfolgte in An- 
it der lehnung an die Angaben der Literatur '*) in guter Ausbeute, wenn Milchsiiure 

12 Stunden bei geringem Vakuum (etwa 100 mm Druck) auf 100° gehalten 
ba ite, und das Lactid aus dem Reaktionsgemisch bei 12 mm abdestilliert wurde. 

' Nach vorsichtigem Umkrystallisieren aus Alkohol betriigt der Schmelzp. 125°; 
or er sinkt, wenn das Lactid ohne besondere VorsichtsmaBnahmen auf- 
nische bewahrt wird. 
atter Glykolid'), Diphenylglykolid"), Benzilid™), Tetrasalicy- 
sehen lid**) und Polysalicylid®) sind nach gut ausgearbeiteten Verfahren rein 
a zu gewinnen. Keine Erklirung finden wir vorerst dafiir, daf der Schmelz- 
isches 12) In weiteren, speziellen Untersuchungen wird man die auffallend 
en Zi hohe Affinitit der Ester der Ketocarbonsiuren: Benzoylameisensiure und 
lassel Benzoylessigsaiure (II. Mitt. dieser Reihe) beachten. 
, 18) Arch. d. Pharmazie 264, 117 (1926). 

_=— 1) Liebigs Ann. 368, 53 (1909). 
g ab- 5) Ber. chem. Ges. 42, 3858 (1909). 
bezw. *) J. Wislicenus, Liebigs Ann. 167, 302 (1873); C. A. Bischoff u. 
_ Da- P.Walden, ebenda 279, 71 (1894); vgl. auch R. Dietzel u. R. Krug, 

a.a. 0. , 
(1921): } “) C. A. Bischoff u. P. Walden, Liebigs Ann. 279, 45 (1894). 

18) A. Einhorn u. C. Mettler, Ber. chem. Ges. 35, 3639 (1902). 
*) H. Staudinger, Ber. chem Ges. 44, 543 (1911). 





*°) R. Anschiitz, Ber. chem. Ges. 25, 3506 (1892); vgl. auch P. Fried- 
lander, Fortschr. d. Teerfabr. 3, 822 (1896). 
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punkt unseres Tetrasalicylidpriiparates (unabhingig von der Zahl der Um. 
krystallisationen aus Chloroform) konstant und scharf bei 289° liegt, wihrend 
Anschiitz 260—261° angibt. 

Als Enzym diente uns Leberesterase und Pankreaslipase; die eine 
in Form eines ammoniakalischen Auszugs aus Acetontrockenpriparaten, 
gereinigt durch Essigsiurefillung und mehrtigige Dialyse, die andere als 
Glycerinauszug aus mit Aceton und Ather getrockneten und entfetteten 
Bauchspeicheldriisen. Die Wirksamkeit beider Enzyme ist gegeniiber Butter- 
siiuremethylester bestimmt und die Enzymmenge durch Lipaseeinheiten zum 
Ausdruck gebracht.*?) 


II. Priifung der Spaltbarkeit von Lactiden. Die Versuche wit 
Milchsiurelactid und Glykolid haben wir nach der Methode der 
Esterasebestimmungen in pufierfreier Lésung”’) bei p,, = 6,8—6,9 
ausgefiihrt. Die Ansatze von 100 ccm enthielten neben Brom- 
kresolpurpur als Indicator 0,1 bzw. 0,2 g der Lactide, Leber- 
esterase entsprechend 36 Einheiten bzw. in den Vergleichsversuchen 
ohne Enzym die entsprechende Menge (durch rasches Aufkochen) 
inaktivierter Enzymlésung. Der erhebliche Laugenverbrauch gleich 
zu Versuchsbeginn (nach etwa '/, Minute) besonders im Falle 
des Lactids der Glykolsiure ist auf Anwesenheit freier Siiure 
zuriickzufiihren. Die Durchspaltung von 0,1 g ist beim Lactid 
erreicht bei einem Laugenverbrauch von 6,90 ccm n/5-KOH, beim 
xlykolid bei einem Verbrauch von 8,60 ccm. Aus nachstehender 
Tabelle, die den Verbrauch an n/5-Lauge verzeichnet, geht hervor, 
daB die Esterase unter den gewiihlten Bedingungen die Geschwindig- 
keit der Hydrolyse beim Milchsiurelactid (Versuch mit 0,1 g) bei 
Spaltungsgraden bis zu 25°/, etwa verdoppelt, beim Glykolid da- 
gegen (ftir denselben Spaltungsbereich geschiitzt) nur um etwa !/, 
erhoht. 

Bei diesen und anderen mit Milchsiurelactid und Glykolid 
durchgefiihrten Versuchen bleibt die Hydrolyse bei einer Spaltung 
von 50°/, stehen oder geht nur unmerklich langsam dariiber 
hinaus. Man kann daraus den Schlu8 ziehen, daB die Hydrolyse 
der beiden esterartigen Bindungen der Lactide stufenweise vor 
sich geht und bei dem bestiindigeren einfachen Esteranhydrid, 
nimlich der Lactylmilchsiure bzw. der entsprechenden Verbindung 
der Glykolsiure, stehen bleibt. Tatsichlich unterliegt Lactylmilch- 
siure, wie Versuche des nachfolgenden Abschnittes zeigen, bei neu- 
traler Reaktion auch bei Anwesenheit des esterspaltenden Enzyms 
keiner nennenswerten Hydrolyse. 


21) E. Bamann, Ber. chem. Ges. 62, 1538 (1929). 
**) E. Bamann u. M. Schmeller, Diese Z. 194, 1 (1931). 
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Tabelle 1. 


Vergleich der enzymatischen mit der nichtenzymatischen Spaltung 
von Milchsiurelactid und Glykolid bei py = 6,8. 




















Vers.- |. F818 2B 0,1 g 0,2 ¢ 
Feit Milchsiurelactid | Milchsiurelactid Glykolid Glykolid 
7 ohne | mit ohne | mit ohne | mit ohne | mit 
Min. Enzym Enzym Enzym Enzym 

1,1 0,60 © 0,65 1,40 | 1,50 | 2,40 | 2,40 | 5,00 | 5,05 
5 1,05 2,40 2,75 | 4,95 2,95 3,00 | 5,80 | 6,02 
10 1,70 3,00 | 4,20 | 5,90 3,20 | 3,40 | 6,35 | 6,58 
15 2,20 | 3,32 5,50 | 6,40 | 3,20 , 3,40 | 640 6,70 
20 250 | 3,40 | 5.80 | 6,65 3,22 | 3.53 | 648 | 6,91 
25 2,72 3,45 6,18 6,80 3,28 | 3,60 | 6,58 | 7,01 
40 — ante aa aa 3,38 | 38,82 | 6,72 | 7,82 
45 3,20 3,50 6,60 6,90 —- | — — — 
80 _- — | — 3,45 | 3,95 | 6,95 | 17,62 
105 3,25 3,50 | 6,70 | 6,95 a ae — 
1020 3,42 3,70 7,10 | 7,20 3,82 4,30 | 7,58 | 8,28 














Die iibrigen zur Priifung herangezogenen Lactide haben wir 
als nicht spaltbar durch Leberesterase und Pankreaslipase ge- 
funden. Dieser Befund, belegt durch nachstehende Ubersicht, ergab 
sich nicht nur, wenn wir die Priifung in pufferhaltigen Ansitzen 
bei p,, = 8,9, die die in Wasser sehr schwer loslichen Lactide 
erdBtenteils als feines Pulver suspendiert enthielten, sondern auch 
dann, wenn wir die Lactide in einem gegen das Enzym weitgehend 
indifferenten organischen Liésungsmittel lésten und den Versuchs- 
kolben unter Schiitteln im Thermostaten hielten. Bei dieser 
Versuchsanordnung hatte es gelingen miissen, die Spaltbarkeit 
der Lactide auf enzymatischem Wege aufzudecken. Denn im 
inhomogenen Milieu vollzieht sich nach Versuchen mit schwer- 
léslichen Fetten die enzymatische Spaltung an den Grenzschichten. 
Selbst nach mehrtigiger Versuchsdauer waren die Spaltungen un- 
merklich und der Aciditiitszuwachs in den Versuchen mit Enzym 
iibertraf nie denjenigen in den Ansiitzen ohne Enzym. 








Diphenyl- em Tetra- Poly- 
glykolid Bensilid salicylid | salicylid 
Versuchszeit (Stunden) 4 | 45 45 117 117 











Acidit.-Zuw.(cem n/5-KOH) 
im Versuch mit Enzym | 0,05 0,05 0,08 0,05 0,26 
im Versuch ohne Enzym | 0,05 | 0,05 0,06 0,04 0,28 
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Als Lésungsmittel beniitzten wir im Falle des Benzilids und des Jj. 
phenylglykolids Toluol, des Tetrasalicylids Chloroform und des Polysali- 
cylids Nitrobenzol. Die Titrationsproben (10 cem) wurden den Ansitzen. 
die ohne Lésungsmittel 50 cem betrugen, erst nach dem in der Ruhe rasch 
erfolgenden Trennen der beiden Schichten entnommen. 


Zu Spaltungsversuchen des Buttersiiuremethylesters zugesetzt, 
beeinflussen diese Lactide dessen Hydrolyse nicht im geringsten, 


Die Versuchsansiitze von 50 ccm enthielten 0,1 ecm Methylbutyrat, 
Schweineleberesteraselésung entsprechend 1,08 Einh., 10 eem NH,-NH,Cl- 
Puffer pq = 8,9 und in den Vergleichsversuchen 0,1 g des jeweiligen Lactids. 
Der Acidititszuwachs in 20 cem Titrationsprobe betrug nach 30 Minuten 
bei 30° iibereinstimmend 0,54 cem n/5-Lauge. 


III. Hydrolyseversuche bei Verbindungen von der Art der Lactyl- 
milchsdure. Die esterartigen Verbindungen aus der Klasse der 
Lactylmilchsiure werden durch die Lipasen der Leber und der 
Bauchspeicheldriise nicht oder ganz unmerklich gespalten.?°) Beide 
Enzyme sind affinitiitslos gegeniiber diesen Estern. 


1. Versuche mit Lactylmilchsiure. Der Versuchsansatz von 50 ccm 
enthielt 1 g Milchsiure (mit Lauge neutralisiert), 5 cem 2,5 n-NH,—NH,CI- 
Puffer (1:2) (py = 8,9) Schweineleberesteraselésung entsprechend 72 Einh. 
Der Aciditiitszuwachs bei 25° betrug in den Versuchen mit und ohne 
Enzym in 10 cem Analysenprobe nach 43 Stunden 0,93 eem n/5-KOH, was 
einer etwa 50°/,igen Spaltung der vorhandenen Lactylmilchsiiure entspricht. 
Anwendung von Boratpuffer p;, = 8,8 oder Citratpuffer py = 6,7 an Stelle des 
Ammoniak-Ammonchloridpuffers iindert, abgesehen von der wechselnden 
Hohe der Eigenhydrolyse des Esters, an dem Versuchsergebnis nichts. 

In einem Versuch mit Pankreaslipase (2,2 Einh. auf 50 eem Versuchs- 
ansatz) betrug der auf die enzymatische Spaltung entfallende Aciditiits- 
zuwachs in der Titrationsprobe 0,15 cem n/5-Lauge in 15 Stunden. 


2. Versuche mit Acetylmandelsiiure. Der Versuchsansatz (wie | 
enthielt 1g Acetylmandelsiure (neutralisiert); Versuchsdauer 4 bzw. 20 Stunden. 
Pu = 8,9, t = 25° 
Acidititszuwachs im Versuch mit Enzym .. . 0,15 bzw. 0,52 cem n/5-KOH 

= - » ohne ,, ...0,11 ,, 0,48 ecm " 


Enzymatische Spaltung entsprechend ..... 0,04 bzw. 0,04 eem n/5-KOH. 








3. Versuche mit Acetylsalicylsiure. Der Versuchsansatz (wie 1) 
enthielt 2 g Aspirin (neutralisiert); Versuchsdauer 1 baw. 18 baw. 42 Stunden; 
Po = 6,7 (Citratpuffer), ¢ = 25°. 





25) Diese Verbindungen werden auch durch Ausziige aus Aspergillus 
niger, die nach H. Dyckerhoff u. R. Armbruster [Diese Z. 219, 38 
(1933)] Pilz-Esterase und Tannase enthaliten, in schwach saurem Milieu 
nicht gespalten; im Falle des Diplosals scheint eine geringe Hydrolyse 
stattzufinden. Diese Ergebnisse verdanken wir Versuchen, die Herr 
Dr. R. Armbruster in freundlicher Weise durchgefiihrt hat. 
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Aciditiitszuwachs im Vers. mit Enzym 0,13 bzw. 1,75 bzw. 3,27 ccm n/5-KOH 
ohne ” 0, 14 ,, 1 62 , 808ccm  ,, 


+B] hide ”? 


Enzy ‘matische ‘Spaltung entsprechend 0,00 ‘s 0, 23 » 0,24 ecm n/5-KOH 


Ein Spaltungsversuch mit Schweinepankreaslipase (2,2 Einh. auf 50 ccm) 
ergab tiberhaupt keine Differenz zwischen den Werten des Acidititszuwachses 
im Versuch mit und ohne Enzym. 

4, Versuche mit Salicylosalicylsiure. Der Versuchsansatz (wie 1) 
enthielt 0,5 g Diplosal (neutralisiert); Versuchsdauer 17 bzw. 96 Stunden, 
Pu = 6,7, t = 25°, 

Aciditiitszuwachs im Versuch mit Enzym.. 0,09 bzw. 0,37 cem n/5-KOH 
ohne » ++ O11 4, 0,18 com ‘s 


” 99 8 





Enzymatische Spaltung entsprechend oe 0, 00 bzw. 0, 19 ¢ eem n/5- 1/5-KOH 


Auch Pankreaslipase vermag unter denselben Versuchsbedingungen 
den Ester nicht zu hydrolysieren. 


Das Ergebnis der Versuche 3 und 4 ist auch insofern von 
Interesse, als es zeigt, daB an der Spaltung dieser arzneilich an- 
gewandten Verbindungen im Darm das fettspaltende Enzym der 
Bauchspeicheldriise keinen Anteil hat. 


Den Einflu8’ auf die Methylbutyratspaltung haben wir 
bei der Lactylmilchsaure, der Acetylmandelsiure und Salicylosali- 
cylsiure gepriift: 


Bei Zusatz von 2,5 g Acidum lJacticum (neutralisiert) ergab sich in 
30 Minuten unter den iiblichen Bedingungen der Spaltung von Methyl- 
butyrat ein Aciditiétszuwachs von 1,57 ccm gegeniiber 1,59 cem n/5-KOH 
im Normalversuch. Und der Versuch unter Zusatz von 0,5 g Acetylmandel- 
siiure (neutralisiert) zu 0,1 ccm Methylbutyrat in 50 ecem fiihrte zu dem 
Wert 1,13 cem gegeniiber 1,00 cem n/5-Lauge im Normalversuch. Die 
Differenz von 0,13 ccm entfallt auf die Selbst- (nichtenzymatische) Spaltung 
der Acetylmandelsiiure. Auch Diplosal vermag die enzymatische Methy]- 
butyratspaltung kaum merklich zu hemmen. Dem Acidititszuwachs von 
2,24 eem n/5-Lauge im Normalversuch steht ein Acidititszuwachs von 
2,07 cem im Zusatzversuch gegeniiber; dieser Zuwachs errechnet sich aus 
dem Zuwachs im Versuch bei Anwesenheit von 0,5 g Diplosal (neutralisiert), 
niimlich 2,80 cem, abziiglich 0,73 cem Eigen-(nichtenzymatische) Spaltung 
des Diplosals. 

IV. Zur enzymatischen Spaltung von Estern der aromatischen 
Reihe. Aus den Beispielen der Tab. 2 geht hervor, daB die 
enzymatische Hydrolyse von Estern der aromatischen Reihe 
erst nach einer Versuchsdauer von Stunden mittlere Spaltungs- 
grade erreicht. Die schon geringe Geschwindigkeit der Hydro- 
lyse bei dem Methyl- oder Athylester sneinighiecbian Siuren geht 
im Falle der Phenylester noch weiter zuriick. Ob diese geringe 
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Tabelle 2. 
Vergleich der Hydrolyse von Estern der aromatischen Reihe. 


(Die Versuchsansitze von 50 ccm enthalten 0,1 g Substrat; 
5 ccm NH,-NH,Cl-Puffer, py = 8,9; ¢ = 30%) 




















" ‘Menge Acid.-Zuy, 
= Herkunft (Ein- Vers.-} in 20 cem 
Sg Ester heiten) Dauer| Anal.-Prohe 
Ra (cem 
- der Esterase (Stdn.) n/5-Lauge) 
1} Benzoeséure-Methylester | Kaninchenleber 64 22 0,87 

2 desgl. Menschenleber 21 20 1,19 

3} Benzoesiure-Athylester | Kaninchenleber | 64 20 0,79 

4} Benzoesiure-Phenylester desgl. 64 40 0,67 

5 desgl. Menschenleber 21 40 0,31 

6| Salicylsiure -Athylester | Kaninchenleber | 64 20 0,49 

7| Salicylsiure-Phenylester desgl. | 64 40 0,30 

8 desgl. Menschenleber 21 40 0,25 


Umsatzgeschwindigkeit nach unserer Arbeitshypothese eine Folge 
abnehmender Affinitit des Substrates zum Enzym ist, wird noch 
zu priifen sein. 


Der Vereinigung von Freunden der Technischen Hoch- 
schule Stuttgart driicken wir fiir die Férderung dieser Arbei' 
unseren aufrichtigen Dank aus. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XLI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1933.) 


Uber das aus Biliansdéure-dioxim durch Salpetersdure entstehende 
farblose ,.gallertige’‘ Produkt. 


Die blau gefarbte Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (1), die aus 
Biliansdéure-dioxim (III) durch Salpetersiiure unter Abspaltung einer 
Oximgruppe und Umwandlung der anderen hervorgeht, liefert bei 
lingerer Kinwirkung von Salpetersiure, wie friher gezeigt wurde’), 
Biloidansiure (II). Dabei tritt intermediair ein farbloses Produkt 
auf, das spiiter wieder verschwindet und das je nach den Konzen- 
trationsverhiltnissen entweder spontan in gallertiger Form sich aus- 
scheidet oder in einem geeigneten Zeitpunkt durch Wasser gallertig 
gefallt werden kann. Auch aus Biliansiiure-dioxim direkt laBt sich 
dieser gallertige Kérper erhalten, wie friiher gemeinsam mit H.Kirch- 
hof festgestellt wurde. In krystallisiertem Zustand hatte man den 
Stoff damals nicht gewonnen, neuerdings gelang aber die Krystalli- 
sation unter den unten niher bezeichneten Bedingungen. Die Unter- 
suchung des farblosen Stoffes bot insofern ein gewisses Interesse, 
als in der Substanz das Analogon einer Verbindung vorliegen 
konnte, die aus Biliansiure-oximlactam (IV) bzw. aus dem diesem 
Oximlactam entsprechenden Nitrosokérper durch Salpetersiure ent- 
steht und der Zusammensetzung C,,H,,N,O,, entspricht. Diese 
Verbindung war als eine Aminonitrilsiure von der Struktur- 
formel V aufgefaBt worden, nicht ganz ausgeschlossen ist es aller- 
dings, daB der Korper C, HyN,01, ein Lactamamid darstellt.?) 
Bei seiner Entstehung aus IV wiirde dann der Lactamring un- 
verindert geblieben sein, wiihrend Ring B unter Bildung einer Carb- 





') Diese Z. 211, 90 (1932). *) Diese Z. 217, 70 (1933). 
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oxyl- und einer Séiureamidgruppe aufgesprengt wiirde. In dem oben 
erwihnten gallertigen Produkt konnte also unter Umstinden eine 
Ketonitrilsiure VI oder das diesem Nitril entprechende Siureamid 
vorliegen. Weder das eine, noch das andere ist der Fall. Der 
farblose Stoff besitzt zwar die Zusammensetzung C,,H,,NO,, hat 
aber ganz andere Eigenschaften, als sie von einer Ketonitril- 
siure VI zu erwarten sind. Er ist vielmehr nach seinen Reaktionen 
die dem Nitrosokérper I entsprechende Nitroverbindung VII. Denn 
durch Natronlauge wird die Verbindung C,,H,,NO, bereits bei 
gewohnlicher Temperatur unter Abspaltung der stickstoffhaltigen 
Gruppe in Biliansiure iibergefiihrt; ganz ebenso verhilt sich, wie 
friiher gezeigt wurde!), der Nitrosokérper I. In beiden Fiillen hat 
man anzunehmen, daB die NO- bzw. NO,-Gruppe durch Hydroxy] 
ersetzt wird, worauf Umlagerung der Enolform in die Ketoform 
elntritt: 

>C=C(N0)— —»> >C=COH)— —» >CH—CO-; 

>C=C(NO,)— —» >C=C(OH)— —» >CH—CO-. 


LiBt man auf die isolierte Nitroverbindung VII Salpetersiiure 
einwirken, so entsteht Biloidansiiure (II), ein Befund, der nicht 
unbedingt zu erwarten war, denn die beim Ubergang des Nitroso- 
kérpers I in Biloidansiure II auftretende Nitroverbindung VII hiitte 
ihre Entstehung einer Nebenreaktion verdanken kénnen, die dann 
weiter zur Bildung von leicht léslichen Produkten, aber nicht vou 
Biloidansiiure fihren konnte. Ubrigens entsteht sowohl aus der 
Nitroverbindung, als auch aus dem Nitrosokérper unter denselben 
Bedingungen Biloidansiure in ungefiihr der gleichen Ausbeute 
von etwa 15°/, (Rohprodukt), Biliansiiure selbst liefert wenig mehr 
(etwa 20°/,). Man kann annehmen, daB die Nitroverbindung zu- 
nichst in Biliansiiure iibergefiihrt wird (vgl. das obige Schema, 
die dann die weitere Veriinderung zu Biloidansiure erfihrt. 

Durch Zinkstaub und Eisessig wird der Nitrosokérper I zu 
Biliansiure-7-monoxim reduziert, das seinerseits wieder durch 
Salpetersiure in die Nitrosoverbindung zuriickverwandelt werden 
kann.) Ganz ebenso verhiilt sich die Nitroverbindung VII gegen 
Zinkstaub und EKisessig, eine intermediiir auftretende Blaufirbung 
konnte hierbei nicht beobachtet werden, vermutlich deshalb nicht, 
weil der als Zwischenprodukt anzunehmende Nitrosokérper sofort 
zum Oxim weiter veriindert wird. — Biliansiure-7-monoxim bildet 
sich allem Anschein nach auch, wenn 90°/,ige Schwefelsiure aut 





!) Diese Z. 176, 195 (1928). 2) Diese Z. 177, 287, 290 (1928). 
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die Nitrosoverbindung I einwirkt.') Allerdings ist diese Reaktion 
komplizierter Natur und noch unklar. Die Nitroverbindung VII 
liefert dagegen mit 90°/,iger Schwefelsiure kein Monoxim, was 
fiir eine Verbindung aber tatsiichlich entsteht, hat sich noch nicht 
feststellen lassen, da ein Reaktionsprodukt in reiner Form noch 
nicht gewonnen wurde. 

Die neue Nitroverbindung stellt sich an die Seite der Nitro- 
ketohydroxamsiiure VIII, die aus Dehydrocholsiure-trioxim durch 
Salpetersiiure gebildet wird.) Beide Verbindungen unterscheiden 
sich nur dadurch voneinander, daf einer Carboxylgruppe der einen 
eine Hydroxamsiuregruppe der anderen entspricht. Man sollte 
deshalb erwarten, daB sich VIII in VII iiberfiihren lieBe. Das 
ist in der Tat auf einem Umwege der Fall. Die Nitroketohydr- 
oxamsiiure laiBt sich nimlich mit Zinkstaub und Ammoniak zur 
entsprechenden Oximinoketohydroxamsiure reduzieren, die ihrer- 
seits durch Salpetersiiure in den Nitrosokérper I, die Vorstufe 
von VII, iibergefiihrt werden kann.*) 


Erwihnt sei noch, daf friiher gelegentlich Priparate der 
Nitrosoverbindung C,,H,,NO, erhalten wurden, die heller blau ge- 
firbt waren, sich im iibrigen aber von Priparaten normaler Fiarbung 
nicht wesentlich unterschieden.*) Es ist nicht ausgeschlossen, dab 
in diesen Fillen die hellere Fairbung durch die Beimischung einer 
gewissen Menge der farblosen Nitroverbindung bedingt war. 

Den folgenden Struktursymbolen ist die neue Cholsiiureformel °) 
zugrunde gelegt. 





CO COOH 
, ia a, 
CH, Cc | COOH © | 
| 
CH, CH, CH C CH, CH, CH C | 
I Fi a he 
CH, C C CH, C CH 
| | 
; . | } 
ae = C-NO COOH COOH COOH 
oo 
Sou VE 
Nitrosoverbindung, C,,H,,NO,. Biloidansiiure, C,.H3,0,.. 
') Diese Z. 189, 87 (1930). *) Diese Z. 181, 185 (1929). 


*) Diese Z. 188, 93, 94 (1929). 4) Diese Z. 188, 95 (1929); 189, 94 (1930). 
°*) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 274 (1932). 
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wendet, das nach friiheren Angaben!) hergestellt worden war. 
3g dieses Rohproduktes brachte man mit 75 ccm Salpetersiure 
(D. 1,4) zusammen, wobei eine klare, schwach gelb gefirbte Lésung 
resultierte. Diese nahm bei gewoéhnlicher Temperatur bald eine 
intensiv blaugriine Farbe an, gleichzeitig erfolgte Gasentwicklung. 
Die Blaugriinfarbung verschwand allmihlich beim Stehen und 
machte einer Gelbbraunfirbung Platz. Nach reichlich 24 Stunden 
wurden der Lésung 450 com Wasser zugesetzt und hierdurch eine 
farblose, gallertige Fallung erzeugt. Nach mehrstiindigem Stehen 
saugte man die Fallung unter Nachwaschen mit Wasser scharf 
ab und léste den noch stark wasserhaltigen Filterriickstand in 
siedendheiBer 40°/,iger Essigsiiure (etwa 75 ccm, unter Umstinden 
ist noch Zusatz von kleinen Mengen Eisessig erforderlich). Die 
durch Filtrieren geklirte Fliissigkeit brachte man dann sofort auf 
das siedende Wasserbad und iiberlieB sie hier 1'/,—2 Stunden 
sich selbst. Es schieden sich hierbei allmihlich schéne nadel- 
formige Krystalle ab, bald in derberer, bald in feiner Form; im 
letzteren Falle neigten sie zu Filzbildung. Die Krystallisation 
wurde hierauf von der noch warmen Lésung durch Absaugen ge- 
trennt und mit 40°/,iger Hssigsiiure von Raumtemperatur aus- 
gewaschen. Ausbeute an dieser Krystallisation: etwa 11°/, des 
eingesetzten Dioxims. Die Mutterlauge (ohne Waschifliissigkeit) 
scheidet beim Erkalten noch eine weitere Menge des Stoffes aus, 
aber in gallertiger Form. Man kann diese Ausscheidungen von 
mehreren Proben zusammen scharf absaugen, den Filterriickstand 
in der eben beschriebenen Weise umkrystallisieren und so noch 
weitere Mengen von Krystallen erhalten. Im Schmelzréhrchen 
zersetzt sich der Stoff unter Aufschiiumen bei 256—258°, aber 
schon von etwa 220° ab ist beginnende Dunkelfirbung und all- 
mihlich staérker werdendes Randsintern. zu beobachten. Fiir die 
Analyse*) Trocknen bei 100° im Vakuum. 

4,768, 4,466 mg Subst.: 10,495, 9,830 mg CO,, 2,950, 2,770 mg H,O. — 
5,940 mg Subst.: 0,155 cem N (21°, 754 mm). 

C,,H,,NO, Ber. C 60,10 H 6,94 N 2,92 
Gef. ,, 60,03, 60,03 ,, 6,92, 6,94 ,, 3,01. 

Mit Diphenylamin und Schwefelsiure gibt der Kérper bereits 
bei gewoéhnlicher Temperatur eine intensive Dunkelblaufirbung, 
die etwas langsamer eintritt als bei der Nitrosoverbindung I. 





1) Diese Z. 196, 280 (1931). 
- *) Die Analysen verdanke ich dem Physiologisch-chemischen Institut 
.eipzig. 
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2. Nitroverbindung C,,H,.NO, aus Nitrosokorper C,,H,.NO,. 3 » 
Dioxim (Robprodukt) wurden in 36 ccm Salpetersiure (D. 1,4) be; 
gewobnlicher Temperatur gelést und die Lésung nach 20 Minutey 
mit 600 ccm Wasser gefallt. Die Fallung saugte man nach einigey 
Stunden ab, wusch sie mit Wasser aus und krystallisierte sie ein. 
mal aus 50°/,iger Essigsiure um. Das so erhaltene Material 
war fiir den weiteren Versuch geniigend rein. 0,5 ¢ der hellblay 
gefarbten Substanz wurden in 12,5 ccm Salpetersiiure vom spez, 
Gew. 1,4 und von Raumtemperatur gelést und die Lésung nach 
reichlich 24 Stunden mit 75 ccm Wasser versetzt. Die hierdurch 
erzeugte gallertige Fillung behandelte man, wie oben beschrieben, 
und erhielt so farblose Krystallnadeln, die bei 256—258° sich 
zersetzten und auch in ihrem iibrigen Verhalten keinen Unter- 
schied gegeniiber den aus Biliansiéure-dioxim direkt erhaltenen 
Krystallen zeigten. Mischprobe ergab keine Depression. Fiir die 
weiteren Versuche wurde deshalb der Nitrokérper nach dem be- 
quemeren Verfahren, aus Biliansiure-dioxim direkt, hergestellt. 


3. Einwirkung iiberschiissiger Lauge auf die Nitroverbindung 
C,,H,,NO,. 0,1 g der farblosen Krystalle léste man in wenigen 
Kubikzentimeter 10°/,iger Natronlauge auf und siuerte die Lésung 
nach 1 stiindigem Stehen mit 10°/, iger Salzsiiure an. Dabei entstand 
eine weiBe Fiallung; gleichzeitig machte sich der Geruch nach 
nitrosen Gasen bemerkbar und ein iiber die Fliissigkeit gehaltener, 
mit Diphenylamin—Schwefelsiiure befeuchteter Glasstab wurde in- 
tensiv blau gefirbt. Die weife Fiallung wurde aus Wasser un- 
krystallisiert, es resultierten flache Nadeln vom Zersetzungsp. 278°, 
Zum Vergleich behandelte man 0,1 g der hellblauen Nitroso- 
verbindung in derselben Weise?) und erhielt dieselben Krystalle 
vom Zersetzungsp. 278°. Mischprobe ohne Depression. Es lag 
also Biliansiure vor. 

4. Verhalten der Nitroverbindung C,,H,,NO, gegen Salpetersaure. 
Um unter giinstigen Konzentrationsverhiltnissen arbeiten zu kénnen, 
wihlte man die gleichen Bedingungen, wie sie seinerzeit zur Oxy- 
dation von Biliansiure zu Biloidansiiure eingehalten worden waren.” 
1g des Nitrokérpers wurde in einem kleinen Kélbchen mit 7 ccm | 
Salpetersiure (D. 1,4) auf das siedende Wasserbad gebracht. Die 
Substanz ging dabei schnell in Lésung und bald trat auch eine 
Entwicklung von braunen Diimpfen ein. Nach reichlich 2 Stunden 





) Vgl. Diese Z. 176, 195 (1928). 
*) Diese Z. 110, 169 (1920). 
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begann die Ausscheidung einer weiben Masse, die allmahlich 
zunahbm. Nach insgesamt 4stiindigem Erhitzen lieB man das 
Gemisch noch einige Stunden bei gewohnlicher Temperatur stehen, 
saugte hierauf die weiBe Masse ab, wusch sie mit 5 ccm Wasser 
aus und trocknete sie bei 100°. Ausbeute 0,145 g. Filtrat und 
Waschwasser gaben beim Stehen nur noch eine minimale Ab- 
scheidung, die nicht beriicksichtigt wurde. In genau der gleichen 
Weise wurde 1 g der Nitrosoverbindung oxydiert, die Reaktion 
yerlief hier etwas lebhafter und die Ausscheidung des weiBen 
Stoffes begann etwas friiher, nach etwa 1'/, Stunden. Die Aus- 
beute betrug 0,15 g. Aus Filtrat und Waschwasser kam auch 
hier eine nennenswerte Menge nicht mehr heraus. Beide Proben 
wurden nunmehr aus Wasser umkrystallisiert, es resultierten 
dichte Krystallmassen, an vereinzelt liegenden Krystallen konnte 
aber unter dem Mikroskop deutlich die fiir Biloidansiiure charak- 
teristische dreieckig-rundliche Form erkannt werden. Schmelz- 
punkt bei beiden Proben 228° (Zers.). Nunmehr krystallisierte 
man das Material aus 30°/,iger Essigsiure um, beide Proben 
lieferten schéne Prismen vom Zersetzungsp. 229—230°. Kine 
Mischprobe ergab keine Depression. 


5. Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf die Nitroverbin- 
dung C,,H,,NO,. 0,5 g¢ der Nitroverbindung wurden mit 0,6 ¢g 
Zinkstaub und 5 ccm Eisessig zusammengebracht und das Ge- 
misch etwa 5 Minuten lang gekocht. Eine voriibergehend auf- 
tretende Blaufirbung war dabei, wie bereits oben erwihnt, nicht 
za beobachten. Nach Absaugen des Zinkstaubs wurde das er- 
kaltete Filtrat mit 15 com Wasser versetzt. Es setzte sich ein 
etwas gelb gefirbter, undeutlich krystallinischer Niederschlag ab, 
der nach 24 Stunden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und ge- 
trocknet wurde, er wog knapp 0,1 g (Fiillung A). Filtrat + Wasch- 
wasser gab beim 1 tiigigen Stehen einen weiteren Niederschlag, 
der nur schwach gelblich gefiirbt war und deutlich krystallinische 
Beschaffenheit zeigte: unter dem Mikroskop waren wetzsteinartige 
oder linglich-ellipsoidférmige Gebilde zu beobachten, wie sie 
friiher fiir Biliansiure-7-monoxim beschrieben wurden.') Der 
zweite Niederschlag wog nach Absaugen usw. gut 0,1 g (Fiillung B). 
Fillung A wurde mit 1,5 ccm Salpetersiiure (D. 1,4) iibergossen, 
sie léste sich dabei nicht ganz klar und die triibe Lisung nahm 
beim Stehen eine blaugriine Farbe an; nach 20 Minuten gab man 


') Diese Z. 177, 288 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XII. 10 
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25 ccm Wasser hinzu und krystallisierte den hierdurch erzeugten 
Niederschlag aus 50°/,iger Essigsiure um: die erhaltenen Nadely 
waren etwas heller blau gefirbt als ein Vergleichspraparat yoy 
notorischer Nitrosoverbindung und hatten auch einen schwach 
griinlichen Stich, sie wurden nicht weiter untersucht. Auch die 
Fallung B brachte man mit 1,5 ccm Salpetersiure (D. 1,4) 2u- 
sammen und fillte nach 10 Minuten die klare, blaugriine Lésung | 
mit 25 ccm Wasser. Der Niederschlag wurde wieder aus 50°, iger 
Essigsiure umkrystallisiert, wobei schéne Nadeln von rein blauer 
Farbe resultierten. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
70°/,iger Essigsiure hatte sich die Farbe nicht geindert, sie war 
vielleicht eine Spur heller als die notorischer Nitrosoverbindung, 
im Schmelzpunkt zeigte aber das Priiparat keinen Unterschied 
gegeniiber der Vergleichsprobe: beide Priparate zersetzten sich 
bei 236—237° und die Mischprobe ergab keine Erniedrigung. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat dic | 
vorliegende Untersuchung in sehr dankenswerter Weise unterstiitzt. 


Berichtigung. In der 40, Mitteilung [Diese Z. 220, 61 (1933)] mut 
es auf §. 63, Z. 4 v. o. statt Tetrahydro- heiBen: Hexahydro-. 
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Zur Synthese peptidihnlicher Kérper aus Aminozuckern 
und Aminosauren. III. 


Uber acetylierte Glucopeptide.') 
Von 
Alfred Bertho und Joseph Maier. 


(‘Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Minchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Oktober 1933.) 


Durch neuere Arbeiten insbesondere von P. A. Levene und 
'T. Mori?) sowie C. Rimington’) wei8 man, daf aus Kieralbumin 
bzw. dem darin enthaltenen Ovomucoid und aus Serumalbumin 
und -globulin nicht reduzierende, aus Mannose und Glucosamin 
bestehende Kohlehydratkomplexe abzutrennen sind, in denen die 
Aminogruppen des Glucosaminanteils unbesetzt und als solche 
nachweisbar sind. Wie wir bereits in der ersten Arbeit dieser 
Reihe*) ausfiihrlich dargelegt haben, handelt es sich bei den 
obigen Feststellungen um den ersten ernsthaften durch das Ex- 
periment begriindeten Hinweis dafiir, dai sich der Aminozucker 
bzw. der ihn enthaltende Komplex grundsitzlich in ahnlicher Weise 
als Baustein des EiweiBmolekiils betitigen kénnte wie die Amino- 
siure selbst. Eine derartige Auffassung hat EK. Abderhalden®) 
vermutungsweise schon frither geiuBert. Die von ihm durch- 
gefiihrte Isolierung von Glucosamin aus Tussahseide®) ist u. a. 
ein weiterer Hinweis fiir die Betitigung der Aminozucker als Ki- 
weiBbaustein im angegebenen Sinn. 

Wir haben bereits, bevor die eben erwihnten experimen- 
tellen Tatsachen bekannt geworden waren, damit begonnen, durch 


1) 5. Mittlg. iiber stickstoffhaltige Zucker. Die Arbeit stellt ebenso 
wie die vorausgehenden den priéparativen Teil einer Untersuchung dar, in 
der die Einwirkung von Fermenten auf die neuen Stoffe gepriift werden soll. 

*) J. of biol. Chem. 84, 49 (1929); Derselbe u. A. Rothen, 84, 63 (1929). 

°) Biochemie. J. 28, 430 (1929); 25, 1062 (1931). 

‘) Bertho, Hilder, Meiser u. Hither, Liebigs Ann. 485, 127 (1931). 

°) Handbuch der biol. Arbeitsmethoden 8, 535 (1922). 

°) Abderhalden u. Heyns, Diese Z. 202, 37 (1931). 
10* 
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Synthese von Glucopeptiden, einfachster Verbindungstypen, in 
denen die Verkniipfung zwischen Aminozucker und Aminosiiure 
wie bei den Peptiden durch Carbonamidbindung bewerkstelligt 
wird und die der enzymatischen Hydrolyse unterworfen werden 
sollten, einen Beitrag zur Klirung der Frage iiber die Rolle des 
Aminozuckers als EiweiBbaustein beizubringen versucht. In den 
vorausgehenden Arbeiten dieser Reihe’”%) wurden von uns die 
Synthesen von Glucodi- und -tripeptiden beschrieben und u. a. 
auch die Konstitution der beiden im Verfolg thnlicher Arbeiten 
von Weizmann und Hopwood‘) erhaltenen und von uns als 
Anhydroglucopeptide erkannten Glucosaminderivate aufgeklirt. Es 
hat sich dabei gezeigt, daB es zwar gelingt nach der von Th. Cur- 
tius®) angegebenen Methode durch EKinwirkung von Benzoylamino- 
siureaziden auf Glucosamin zu in der Aminogruppe acylierten 
Glucopeptiden zu gelangen, dab aber alle jene Methoden, die zu 
Peptiden mit endstindiger freier Aminogruppe fiihren, versagen. 
Es ist uns schlieBlich durch unsere ,,Azidomethode“ erméglicht 
worden, die gewiinschten Substanzen auf einfachstem Weg zu er- 
halten. Durch Einwirkung von a@-Azidofettsiiurechloriden aut 
Glucosamin bzw. das von M. Bergmann und L. Zervas’) be- 
schriebene Glucosamintetraacetat, in dem die Aminogruppe un- 
besetzt ist, und nachfolgende katalytische Hydrierung der ent- 
standenen Azidokérper mit Platinoxydkatalysator nach Adams 
gelangten wir zu den freien bzw. in den Hydroxylgruppen des 
Zuckers acetylierten Glucopeptiden. Diese von uns an einem 
gréBeren Untersuchungsmaterial erprobte Methode der Uberfiihrung 
von Azidogruppen in Aminogruppen‘), die K. Freudenberg und 
Mitarbeiter’) etwa gleichzeitig und unabhingig von uns im Fall 
der Glycylmilchsiiure mit Erfolg verwenden konnten, war, olne 
daB es zur allgemeinen Kenntnis gelangt war, in einigen einfachen 
Fallen zuerst von H.Wienhaus und H. Ziehl®) benutzt worden. 
Ihre Veréffentlichung erfolgte erst kiirzlich.?°) 


1) Bertho u. Mitarbeiter, a. a. O. 

*} Bertho u. Maier, Liebigs Ann. 495, 113 (1932). 

*) Liebigs Ann. 498, 50 (1932). 

*) Weizmann u. Hopwood, Chem. soc. Proc. 28, 261 (1912); Proc. 
roy. Soe. London A. 88, 455 (1913). 

*) Ber. chem. Ges. 38, 3226 (1902); J. prakt. Chem. 70 (ID), 73 (1904). 

°) Ber. chem. Ges. 64, 975 (1931). >. ea. 

*) Dtsch. Reichs-Pat.-Anmeld. vom 22. Januar 1932. 

*) Dissertation Ziehl, Gottingen 1912. 

*) Ber. chem. Ges. 65, 1461 (1932). 
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Fast gleichzeitig mit uns sind M. Bergmann und L. Zer- 
vas) vermittels ihres schénen ,,Carbobenzoxyverfahrens“ zu zwei 
Glucodipeptiden gelangt, von denen sie eines in seinem Verhalten 
gegeniiber proteolytischen Fermenten (Pankreassaft, Auszug aus 
Darmschleimhaut) untersucht haben, ohne indessen eine Spaltung 
feststellen zu kénnen.?) Wir haben die enzymatische Spaltbarkeit 
unserer Glucopeptide noch nicht untersucht. Es ist aber ein- 
leuchtend, daB ein derartiger vereinzelter negativer Befund iiber 
das Vorkommen oder Nichtvorkommen von _ glucopeptidartigen 
Komplexen im Eiweif keine Aussage zulaiBt. Die Tatsache, dab 
der Rimingtonsche zunichst isolierte rohe Mannoseglucosamin- 
komplex noch bei fortgesetzter alkalischer Hydrolyse Histidin 
liefert, deutet darauf hin, daB es sich dabei wenigstens teilweise 
um eine Verbindung zwischen dem Zuckerkomplex und Histidin 
handelt, die gegen alkalische Hydrolyse auBerordentlich wider- 
standstihig ist. Ein derartiges Verhalten ist fiir N-acylierte 
Glucosamine typisch. Es ist daher méglich, daB in diesem Falle 
eine Substanz von Glucopeptidcharakter vorliegt. Auch glauben 
wir, daB in den Hydroxylgruppen abgeschirmte Glucopeptide ein 
besonderes Verhalten gegeniiber proteolytischen Fermenten zeigen. 

Im nachfolgenden beschreiben wir die Gewinnung derartiger 
an den Hydroxylgruppen acetylierter Glucopeptide. Durch Ein- 
fiihrung der Azidoacetylgruppe in Glucosamintetraacetat gelangt 
man glatt zum Tetraacetyl-(azidoacetyl-N-)glucosamin (I), 
das sich leicht in etwa 75°/,iger Ausbeute zum Tetraacetyl- 
(glycyl-N-)glucosamin (II) hydrieren lift. Wihrend aber das 
entsprechende Tetraacetyl-(alanyl-N-)glucosamin*), wie sich zeigen 
lieB, bei der Umsetzung mit Ammoniak ebenso wie Brompropiony]- 
N-glucosamin*) und sein Tetraacetat®) in recht guter Ausbeute 
eines der beiden oder auch beide Anhydroglucopeptide, Dehydro- 
alanyl-N-glucosaminanhydrid (VIII) und Alanyl-N-anhydroglucos- 
aminanhydrid (IX) liefert, bleibt die entsprechende Reaktion hier 
aus. Die Griinde hierfiir sind nicht bekannt. Durch Einfihrung 
des Brompropionyl- bzw. des «-Bromisocapronylrestes in (II) ge- 
langt man ohne Schwierigkeit zum Tetraacetyl-(e¢-brom- 
propionyl-glycyl-N-)glucosamin (II) bzw. zum Tetraacetyl- 
(¢-bromisocapronyl-glycyl-N-)glucosamin (IV). 





’) Ber. chem. Ges. 65, 1201 (1932). 

*) Bergmann, Klin. Wschr. 11, 1569 (1932). 

*) Liebigs Ann. 495, 118 (1932). *) Liebigs Ann. 485, 144 (1931). 
*) Ber. chem. Ges. 64, 980 (1931). 
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In der Erwartung, daB sich diese beiden Kérper ebenso wie wir dies 
bei dem entsprechenden Tetraacety]l-(«-brompropionyl-alany]-N-) glucosamin 
gezeigt haben’), in die nicht acetylierten Glucotripeptide umwandeln lassen. 
haben wir sie mit methylalkoholischem Ammoniak zur Umsetzung gebracht. 
Wihrend aber dort die Reinigung so weit getrieben werden konnte, daf 
das entstandene amorphe Produkt eindeutig dem Dialanyl- -N- -glucosamin 
entsprechende Analysenzahlen ergab, war es uns in den beiden obigen 
Fallen nicht méglich zu den reinen Glucotripeptiden zu gelangen. Wir 
fiihren dies insbesondere auf die gegeniiber dem Alanylrest bekanntlich 
weniger stabilen Glycylreste zuriick. DaB die Tripeptide in unreiner Form 
vorlagen, geht u. a. daraus hervor, daf die Produkte starke Biuret-Reaktion 
gaben, die die Glucodipeptide nicht zeigen.’) 

Aus dem friiher beschriebenen Tetraacetyl-(alanyl-N-)glucos- 
amin wurde durch Einwirkung von Bromisocapronylchlorid das 
Tetraacetyl-(«-isocapronyl-alanyl-N-)glucosamin (V) 
halten. In ganz entsprechender Weise ergab sich mit e@-Azido- 
propionylchlorid das 'Tetraacetyl-(@-azidopropionyl-alany]- 
N-)glucosamin (VI), das mit katalytisch erregtem Wasserstoti 
behandelt zum Tetraacetyl-(dialanyl-N)-glucosamin (VII 
fiihrte, das in Form seines krystallisierten Chlorhydrats isoliert 
werden konnte. 








H 
COCOCH, Ac = 
| | I N,CH,CO 
| HCNHAc II H,NCH,CO 
O cH,ocodH III CH,CHBrCONHCH,CO 
| l IV (CH,),CHCH,CHBrCONHCH,CO 
| HCOCOCH, V (CO,),CHCH,CHBrCONHCH(CH,)CO 
| dies VI CH,CHN,CONHCH(CH,)CO 
) VII H,NCH(CH,)CONHCH(CH,)CO 
CH,OCOCH, 
HC—N—CHCH, ——HC—NH—CHCH, H 
| | | | | ————§COH 
C=N—CO HC—NH—CO | 
) | | | AcHNCH 
HOCH > c..., | | 
| (VII) | | | O HOCH 
HCOH HCOH =| dx) | 
| | 0 | HOCH 
HCOH aaah | | 
| —— 
CH,OH bu, wlio | 
CH,OH 


Ac = CH,CHBrCO 


*) Liebigs Ann. 495, 121 (1932). *) Liebigs Ann. 498, 58 (1932). 
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Auch das von Levene’) aufgefundene Chondrosamin, die 
Aminotalose, die verhiltnismiBig schwer und in geringer Aus- 
beute in Form ihres Chlorhydrats aus Knorpeln zu gewinnen 
ist, haben wir als Zuckerpaarling bei unseren Glucopeptidsynthesen 
penutzt. Umfangreichere Versuche scheiterten an der geringen 
zur Verfiigung stehenden Menge. Bei der Kinwirkung von Brom- 
propionylchlorid auf Chondrosamin wurde in einer Ausbeute von 
etwa 26°/, das @-Brompropionyl-N-chondrosamin (X) er- 
halten, eine mutarotierende Substanz, die aus Alkohol—Aceton in 
feinen Nadeln erscheint. Es liegt die a-Form vor. Von Inter- 
egse war hier die Umsetzung mit Ammoniak, die im Fall des 
«-Brompropionylglucosamins zu den beiden Glucopeptidanhydriden 
gefiihrt hatte. Hier unterblieb die Bildung derartiger Ringkérper 
véllig, ein Ergebnis, das bei der entgegengesetzten sterischen 
Anordnung der Aminogruppe im Chondrosamin durchaus ver- 
stiindlich erscheint. 


Beschreibung der Versuche 

Tetraacetyl-(azidoacetyl-N-)glucosamin ([). 2,5 ¢ ‘letraacetyl- 
glucosamin wurden in 15 ccm trocknem Chloroform gelést, mit 
0,8 g Pyridin versetzt und bei 0° 1,2 g Azidoacetylchlorid, das 
mit 5 cem trocknem Chloroform verdiinnt war, langsam unter 
kraftigem Schiitteln hinzugetropft. Nach 1tiagigem Stehen bei 
Zimmertemperatur wurde die Chloroformlésung zuerst mit ver- 
diinnter Salzsiure, dann mit Bicarbonatlésung durchgeschiittelt, 
mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Aus 
Alkohol zu Biindeln vereinigte Nadeln. Schmelzp. 131° unter 
schwacher Gasentwicklung. Leichtléslich in Aceton, Chloroform, 
Essigester und hei8em Alkohol, reduziert in der Hitze Fehling- 
sche Lésung. Ausbeute 75—78°/, d. Th. 

4,180 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,506 cem N (19,5°, 714 mm). 

C,,H.20,.N, (430,2) Ber. N 13,02 Gef. N 13,24. 
a@j29 + 0,12-15/2-0,148 = + 6,1° in Chloroform. 


Tetraacetyl-(glycyl-N-)glucosamin (Il). 1,5 g Tetraacetyl-(azido- 
acetyl-N-)glucosamin wurden in 40 ccm Hssigester gelést und mit 
150 mg Platinoxyd 45 Minuten unter Wasserstoff geschiittelt. Das 
dabei auskrystallisierende Aminoprodukt wird durch Erwirmen 
in Lésung gebracht und die Lésung hei8 vom Platin abfiltriert. 


) J. of biol. Chem. 26, 143 (1916); 31, 609 (1917). 
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Beim Abkiihlen scheidet sich das Reaktionsprodukt in feinep 
Nadelchen ab. Durch Zugabe von Ather wird die Menge des 
Krystallisates vermehrt. Ausbeute: 70—75°/, d. Th. 

Die Eigenschaften sind denen des Tetraacetyl-(alanyl-N-) 
glucosamins sehr ahnlich. Schmelzp. 161—162° unter vollstandiger 
Zersetzung. 

4,069 mg Subst.: 7,085 mg CO,, 2,19 mg H,O. — 0,1542 g Subst. 
10,80 cem N (27°, 717 mm) (van Slyke). 

CieH,0,.N, (404,38) Ber. C 47,51 H5,98 N 3,46 
Gef. ,, 47,50 , 602 ,, 3,76. 

Das Reaktionsprodukt besitzt im besonderen Falle eine andere Zu- 
sammensetzung. 1,5 g Azidokérper in 30 ccm Essigester wurden mit 100 mg 
Platinoxyd eine 4/, Stunde geschiittelt. Zu dem Reaktionsgut wurde soviel 
Methylalkohol hinzugegeben, bis alles in Lésung gegangen war. Dann 
wurde im Vakuum eingedampft und mit Chloroform aufgenommen, wobei 
sich feine Niadelchen abschieden, die aus Athylalkohol umkrystallisiert 
wurden. Schmelzp. 188° unter vollstindiger Zersetzung. Der K6rper reagiert 
nicht alkalisch, ist unléslich in verdiinnter Salzsiure, leicht léslich in Alkali, 
schwer léslich in kaltem Wasser, Alkohol, Ather, und reduziert auch beim 
Kochen Fehlingsche Lésung nicht. Seine Konstitution wurde nicht auf- 
geklirt. 

4,547 mg Subst.: 8,915 mg CO,, 2,23 mg H,O. — 2,572 mg Subst.: 
0,298 cem N (21,5°, 719 mm). 

C1oH,,0,N, (242,1) - Ber. C 53,55 H 5,40 N 12,50 
Ber. ,, 53,49 ,, 5,49 ,, 12,75. 

Tetraacetyl-(glycyl-N-) glucosamin und Ammoniak. 1,35 ¢ von (II) 
wurden in einer Bombe mit 22 ccm methylalkoholischem Ammoniak 
(bei 0° gesattigt) und 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen gc- 
lassen. Die Lésung wurde dann im Exsiccator zur Trockne ge- 
bracht und der Riickstand zur Entfernung von Acetamid 5 mal 
mit Aceton digeriert. Das gelbliche Pulver reagiert schwach 
alkalisch, reduziert leicht Fehling-Lésung und ist iuBerst hygro- 
skopisch. Trotz vieler Bemiihungen konnte daraus kein krystalli- 
siertes Produkt gewonnen werden. Ks ist bei der Reaktion sicher 
kein Ringkérper entstanden. Bei der analogen Reaktion mit 
Alanyl-glucosamintetraacetat entstanden aus 1 g Ausgangs- 
material 100 mg Dehydro-alanyl-N-glucosaminanhydrid 
(Schmelzp. 254—258°) (VIII) und 300 mg Alanyl-N-anhydro- 
glucosaminanhydrid (Schmelzp. 198°) (IX). 

Tetraacetyl-(c-brompropionyl-glycyl-N-)glucosamin (III), 1,5 g 
von (IJ) wurden in 100 ccm trocknem Chloroform gelést, dann 
wurden 0,48 g Pyridin zugegeben und unter den iiblichen Be- 
dingungen mit 1 g a-Brompropionylchlorid versetzt. Nach ein- 











feinen 
re des 


yl -N.-) 
ndiger 


Subst.: 


re Zu- 
100 mg 
soviel 
Dann 
wobei 
llisiert 
pagiert 
Alkali, 
1 beim 
it auf- 


subst.: 


n (II) 
yniak 
1 ge- 
» ge- 
) mal 
wach 
ygro- 
talli- 
cher 
mit 
ngs- 
lrid 


lro- 








Zur Synthese peptidihnlicher Kérper aus Aminozuckern usw. 145 


tigigem Stehen wurde wie immer aufgearbeitet. Der Chloroform- 
riickstand krystallisiert beim Kiihlen und Anreiben. Aus wenig 
Methylalkohol und Ather erhilt man tafelférmige Prismen yom 
Schmelzp. 162°. Ausbeute 60°/, d. Th. 


4,662 mg Subst.: 7,23 mg CO,, 2,17 mg H,0. 
C,9H,,01,NeBr (539,2) Ber. C 42,28 H 5,05 
Gef. ,, 42,31 ,, 5,21. 


Tetraacetyl-(«-Bromisocapronyl-glycyl-N-)glucosamin (IV). 1 g 
yon (II) in 10 com Chloroform wurden mit 0,48 g Pyridin und 
bei 0° mit einer chloroformischen Lésung von 1 g «-Bromiso- 
propionylchlorid versetzt. Bei der tiblichen Aufarbeitung bleibt 
ein Ol zuriick, das mit Methylalkohol aufgenommen und mit viel 
Ather versetzt wurde. Nach 1 tiigigem Stehen in der Kalte kry- 
stallisiert das Kupplungsprodukt in Nadeln aus. Schmelzp. 174 
bis 175% Ausbeute: 50°/, d. Th. 


4,012 mg Subst.: 6,710 mg CO,, 2,12 mg H,0. 


C,,H,,0,,N.Br (582,2) Ber. C 45,34 H 5,89 
Gef. ,, 45,62 ,, 5,88. 


Umsetzung von Tetraacetyl-(«-bromisocapronyl-glycyl-N-)glucos- 
amin (IV) und von Tetraacetyl-(a-brompropionyl-glycyl-N-)glucosamin 
(II) mit Ammoniak. 2,5 g von (IV) wurden in einer Bombe mit 25 cem 
methylalkoholischem Ammoniak (bei 0° gesiittigt) versetzt und 5 Tage bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die gelbbraune Loésung wurde abfil- 
triert und im Exsiceator zur Trockne gebracht. Der gelbe Lack wurde 
dann griindlich mit Aceton behandelt, wobei das Acetamid in Lésung ging. 
Der Riickstand wurde in Wasser gelést und mit ganz fein gepulvertem 
Thallohydroxyd verrieben bis die Lésung halogenfrei war. Die abfiltrierte 
klare Liésung wurde im Exsiccator vollkommen eingedampft und der ver- 
bleibende Riickstand mit absolutem Athylalkohol behandelt. Dunkle 
Schmieren und etwas anorganische Substanz bleiben hierbei ungelést. Die 
wenig eingeengte alkoholische Lésung wurde mit Aceton gefillt. So ergibt 
sich das unreine Leucyl-glycyl-N-glucosamin in Form eines schwach gelb- 
gefarbten Pulvers, das Fehling leicht reduziert, Biuretreaktion zeigt und 
stark alkalisch reagiert. Sinterung ab 118°, starke Zersetzung bei 132°. 


3,790 mg Subst.: 6,390 mg CO,, 2,44 mg H,O (bei 65° u. 11 mm getr.). 
— 33,52 mg Subst.: 2,19 cem N (18,5°, 721 mm). 


C,,H,,0,N, (349,2) Ber. C 48,11 H 7,79 N 4,01 
Gef. ,, 45,99 ,, 7,21 ,, 3,63. 


Titration: 38,2 mg Subst. in Wasser verbrauchten mit Kongo als 
Indikator 1,08 ccm n/10-Salzsiiure. Hieraus berechnet sich ein Molekular- 
gewicht von 355. (III) wurde in gleicher Weise wie oben behandelt. Auch 
hier wurde ein nichtkrystallines Pulver von dhnlichen Eigenschaften ge- 
wonnen. Die starke Biuretreaktion machte auch hier die Anwesenheit des 
Glucotripeptids, in diesem Fall Alanyl-glycyl-n-glucosamin, wahrscheinlich. 
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Tetraacetyl-(«-bromisocapronyl-alanyl-N-)glucosamin (V). 1,6 » 
Tetraacetyl-(alanyl-N-)glucosamin wurden in 20 ccm trockney 
Chloroform gelést und unter Kiskiihlung 1 g Pyridin und 2,5 « 
«-Bromisocapronylchlorid hinzugetropft. Weitere Behandlung 
genau wie beim Tetraacetyl-(c-brompropionyl-alanyl-N-)glucos- 
amin.') Ausbeute: 45—50°/, d. Th. Schmelzp. 169—170°. 

4,696 mg Subst. (bei 80° u. 11 mm getr.): 8,485 mg CO,, 2,605 mg H,(. 

C,,H,,0;,N,Br (596,2) Ber. C 46,30 H 6,09 
Gef. ,, 46,57 ,, 5,97. 

(ajz° =+ 0,16-15/2-0,1125 = + 10,7° in absolutem Methylalkohol. 

Tetraacetyl-(«-azidopropionyl-alanyl-N-)glucosamin (VI). 0,8 » 
Tetraacetyl-(alanyl-N-)glucosamin in 10 ccm trocknem Chloro- 
form werden in der iiblichen Weise mit 0,32 g Pyridin und 
0,55 g a-Azidopropionylchlorid versetzt. Aufarbeitung wie bei 
(VY). Nadeln vom Schmelzp. 139° unter Gasentwicklung. Die 
Substanz wurde aus sehr wenig Methylalkohol und viel Ather 


umkrystallisiert. 
3,259 mg Subst.: 0,386 ccm N (20°, 750 mm). 
Cy)H.,0,,N; (515,2) Ber. N 13,59 Gef. N 13,61. 


Tetraacetyl-(dialanyl-N-)glucosamin (VI). 0,5 g von (VI) wurden 
in 15 ccm KEssigester mit 50 mg Platinoxyd 3 Stunden unter 
Wasserstoff geschiittelt, dann wurde vom Platin abfiltriert und 
im Vakuum eingedampft. Der Riickstand ist ein Ol, das stark 
alkalisch reagiert, aber nicht zum Krystallisieren zu bringen is*. 
Aus der methylalkoholischen Liésung fallt bei Zugabe von iithe- 
rischer Salzsiiure ein Pulver aus, das aus Athylalkohol in haar- 
artigen Krystallen erscheint. Fehling- und Biuretreaktion sind 
positiv. Schmelzp. 212° unter vollstindiger Zersetzung. 

4,802, 4331 mg Subst.: 7,770, 7,050 mg CO,, 2,64, 2,31 mg H,QO. - 
3,998 mg Subst.: 0,297 cem N (19,5°, 719 mm). 

C,,Hs,0,,N;, HCl, H,O (543,86) Ber. C 44,15 H 6,30 N 7,73 
Gef. ,, 44,18, 44,39 ,, 6,15, 5,97 ,, 8,20. 


«-Brompropionyl-N-chondrosamin (X) (bearbeitet von Werner 
Meiser). Das Chondrosaminchlorhydrat wurde von uns nach der 
Vorschrift Levenes*) aus Nasenscheidewinden von Kilbern hergestellt. 
Die Umsetzung des Bleisalzes der Chondroitinschwefelsiure mit Eisessig 
gelang, selbst wenn das Bleisalz in feuchtem Zustand benutzt wurde, niemals 
in befriedigender Weise. Wir haben daher das Bleisalz der Hydrolyse 
unterworfen, das Hydrolysat vom abgeschiedenen Bleichlorid abfiltriert und 
mit Schwefelwasserstoff mehrmals entbleit. Die weitere Aufarbeitung erfolgte 


') Liebigs Ann. 495, 120 (1932). ) a a. 0. 
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wie angegeben. Nur bei groSer Winterkilte wurde ein schén krystalli- 
siertes Produkt erhalten, das aus wenig absolutem Athylalkohol, dem etwas 
konzentrierte Salzsiiure zugesetzt war, in seidenweichen Nadeln krystallisierte. 

0,8 g Chondrosaminchlorhydrat, die in 3,72 cem n/1-Natron- 
lauge gelést waren, wurden unter Kiskiihlung und dauerndem 
Schiitteln allmiihlich und abwechselnd aus 2 Biiretten mit 0,8 g 
«-Brompropionylchlorid und 3,72 ccm n/1l-Natronlauge versetzt. 
Nach jedem Zugeben wurde mit Lackmus auf schwache Alkalitit 
gepriift. Am SchluB mu8 die Liésung schwach alkalisch sein, 
eventuell muB noch etwas Lauge zugegeben werden. Dann wird 
noch 2 Stunden in Hiswasser stehen gelassen und darauf schwach 
angesiuert. Hierbei fallt nichts aus. Die Lésung wird sodann 
im Exsiccator eingedunstet und der véllig trockne Riickstand 
mehrmals mit absolutem Alkohol ausgekocht und die Lésung fil- 
triert. Die Filtrate ergeben beim Erkalten eine gallertige Ab- 
scheidung, die abgesaugt wird. Das Produkt wird aus Alkohol— 
Aceton (1:2) umkrystallisiert. Die erhaltenen Krystalle schmelzen 
bei langsamem Erhitzen bei 180° u. Zers. Chlorreaktion negativ, 
beim Erhitzen mit Kalk li8t sich Brom nachweisen. Fehling- 
Lisung wird reduziert. Ausbeute: 0,30 g = 26°/, d. Th. Durch 
nochmaliges Umkrystallisieren aus Alkohol—Aceton stieg der 
Schmelzpunkt auf 181,5°. Bei schnellem Erhitzen wird ein etwas 
hoherer Zersetzungspunkt erhalten. 

Die Umsetzung von (X) mit methylalkoholischem bzw. 
wiBrigem Ammoniak ergab einen viscosen hellgelben Sirup, 
in dem keinesfalls eine Substanz vom Charakter eines Gluco- 
peptidanhydrids vorhanden war. 

3,382 mg (Zersetzungsp. 180°), 5,088 mg (Zersetzungsp. 181,5°) Subst.: 
4,175, 6,300 mg CO,, 1,54, 2.43 mg H,0. 


C,H,,O,NBr (314,1) Ber. C 34,40 H 5,14 
Gef. ,, 33,67, 33,78 —,, 5,10, 5,34. 


Bestimmung der Mutarotation. 
Kinmal umkrystallisiertes Priparat, Zersetzungsp. 180°. 
0,0606 g, Wasser 5 ccm, 2 dm-Rohr. 
8 18 30 60 120 240 Min. 30 Stdn. 


(nach d. Auflésen) 
fo]2° = + 68,07 61,06 57,76 53,63 50,74 49,51 konstant . 


Die Justus Liebig-Gesellschaft hat in dankenswerter Weise 
diese Arbeit ebenso wie die beiden vorhergehenden durch Gewihrung eines 
Stipendiums erméglicht. 
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Darstellung von Protaminase. 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Ernst Kofranyi. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1933.) 


Die Protaminase aus Pankreas haben wir vor einiger Zeit}) 
als ein selbstindiges proteolytisches Enzym beschrieben, dessen 
Wirkung sich auf die Aufspaltung gewisser, an basischen Bau- 
steinen reicher, aber nicht hochmolekularer Proteine und Protein- 
abbauprodukte, unter ihnen der meisten Protamine, beschrinkt; 
sie besteht niimlich in der Abspaltung basischer Aminosiuren, so 
von Arginin, am Carboxylende der Substrate. Die Abtrennung 
der Protaminase von den begleitenden Peptidasen durch Adsorptions- 
mittel war durchgefihrt, allein es war noch nicht erreicht, sie 
von der tryptischen Proteinase zu trennen?) (S. 230), mit der sie 
in ihrem Adsorptionsverhalten weitgehende Ubereinstimmung 
zeigt. Nur die Ausschaltung des tryptischen Enzyms auf Grund 
seiner spezifischen Hemmbarkeit durch Albumin hatte die Be- 
schreibung der Protaminase nach ihren besonderen Wirkungen 
erlaubt. 

Die Trennung von Proteinase und Protaminase, die mit 
Adsorptionsverfahren nicht gelungen war, laBt sich auf anderem 
Wege durchfiihren: man bedient sich der besonderen Affinitiit 
der Proteinase zu genuinen HKiweiBkérpern.’) So wird aus den 
peptidasefreien Gemischen der beiden Enzyme in Gegenwart vou 
Eieralbumin nur die Proteinase mit diesem auf Zusatz von Aceton 
gefallt. Wie der Versuch ergibt, wird dadurch nicht nur der 
aktivierte, sondern auch der in nicht aktiviertem Zustande vor- 
handene Anteil der Proteinase abgetrennt. 

Verfahren zur Abtrennung von Enzymen aus Enzymgemischeu, 
namentlich von KiweiB spaltenden, zusammen mit zugesetztem 
Protein erscheinen allgemeiner anwendbar. In anderen Beispielen 
hat es sich niamlich gezeigt, daB auch die Adsorption von Pro- 
teinase, beispielsweise an ‘onerde,; nach Zusatz von Protein oder 
nach Beladung des Adsorbens mit solchem spezifischer verliuit. 


1) E.Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A.Schiffner u. L.Weil, 
Diese Z. 197, 219 (1931). 

*) Vgl. dazu die iltere Methode der ,,Darstellung von enterokinase- 
freiem Trypsin“ nach E.Waldschmidt-Leitz u. K. Linderstrém-Lang, 
Diese Z. 166, 241 (1927). 
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Dies gilt z. B. fiir die Trennung von Proteinasen und Peptidasen 
aus Pankreas oder auch fiir die Auflésung der Gemische von 
stirke- und proteinspaltenden Enzymen tierischer wie pflanzlicher 
Herkunft (noch unverdffentlicht). 

Die Gewinnung proteinasefreier Lisungen von Protaminase 
gestattet nunmehr, die Frage nach der Aktivierbarkeit dieses 
Enzyms durch Enterokinase zu priifen. Den der Aktivierung 
durch Enterokinase bediirfenden tryptischen Enzymen, Proteinase 
und Carboxy-polypeptidase, ist die Protaminase ihrer Wirkungs- 
weise nach verwandt; denn ihr Angriff vollzieht sich wie bei 
jenen am Carboxylende der Substrate. Aber es zeigt sich, dab 
die Einwirkung von Enterokinase ohne EKinflu8 auf die Aktivitat 
der Protaminase bleibt. Es ist nach den vorliegenden Erfah- 
rungen unwahrscheinlich, daB dies auf eine bereits erfolgte, vor- 
gugsweise Aktivierung der Protaminase in den Driisenausziigen 
guriickzufiihren sei. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der 
spezifischen Angrifisweise proteolytischer Enzyme am Carboxyl 
und der Mitwirkung der Enterokinase scheint danach nicht zu 


bestehen. Versuche. 


Darstellung einheitlicher Protaminase. fiir die Abtrennung 
der begleitenden peptidspaltenden Enzyme aus den Pankreas- 
ausziigen bedient man sich der friiher beschriebenen Verfahren’®) 
der Adsorption mit Tonerde C, bei maBig saurer (Amino-polypepti- 
dase, Dipeptidase), darauf bei neutraler Reaktion (Carboxy-poly- 
peptidase). Aus der gewonnenen peptidasefreien Adsorptions- 
mutterlauge, welche noch die tryptische Proteinase enthalt, wird 
diese nach dem Zusatz von Kieralbumin (zu 1°/,) durch Fillung 
mit Aceton bei einem Gehalte von 37°/, abgeschieden. Die durch 
Durchblasen von Luft vom Aceton befreite Lisung enthialt die 
Protaminase in guter Ausbeute, aber keine Proteinase mehr. Das 
Verfahren ist nachstehend an einem Beispiel veranschaulicht. 

Beispiel: a) Abtrennung der Peptidasen. 30 ccm Glycerin- 
auszug aus Pankreas (1:10), mit 30 ccm Wasser verdiinnt und 
mit 5,0 cem n-Acetat-Puffer (p, = 3,8) versetzt, unterwarf man 
5 mal der Adsorption mit je 5,0 com Tonerde C, (= je 100 mg 
Al,O.); die in der Zentrifuge abgetrennte und mit 0,1 n-NaOH 
neutralisierte Adsorptionsrestléisung behandelte man weiterhin 
mal mit je 5,0 ccm derselben Tonerde (erhalten 120 cem pepti- 
dasefreie Liésung 1). 


*) E.Waldschmidt- Leitz u. A.Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929), 
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32 ccm der peptidasefreien Lisung 1 wurden mit 8 com 
5°/,igem Kieralbumin 1 Stunde bei 30° belassen, darauf durch 
Zusatz von 24ccm Aceton gefillt. Aus der in der Zentrifuge 
abgetrennten Mutterlauge der Fallung vertrieb man das Acetoy 
durch Hindurchleiten von Luft (bei Zimmertemperatur) bis zum Ver- 
schwinden des Geruches (erhalten 35 ccm proteinasefreie Lésung 2), 

Die Bestimmung der Protaminase erfolgte mit Clupeon 
(Sdureproton aus Clupein) nach A. Kossel*) als Substrat (an. 
gewandt 0,080 g (Sulfat) 60 Minuten, p,, = 8,0); zur Messung der 
iibrigen proteolytischen Enzyme verfuhr man, wie frither be- 
schrieben. Die nachstehend verzeichneten Angaben iiber die 
Wirkung bedeuten Zuwachs in Kubikzentimetern 0,05 n-NH, (nach 
van Slyke). : 


























Gepriifte Angewandt ~— . Spaltung in 
Lésung in ecm Zeit in Min. ecm 0,05n 

Protaminase Auszug 0,50 60 0,75 
Losung 1 2,00 60 0,60 
Lésung 2 2,00 60 0,56 
Proteinase Auszug 0,10 20 4,80 
Lésung 1 1,00 1020 6,00 
Lésung 2 2,00 1020 0,12 
Carboxy-poly- Auszug 0,20 30 2,00 
peptidase Lésung 1 2,00 1020 0,08 
Amino-poly- Auszug 0,50 60 2,80 
peptidase Lésung 1 2,00 1020 0 
Dipeptidase Auszug 0,50 60 1,80 
Lésung 1 2,00 1020 0 


Einflu8 von Enterokinase. Der quantitative Vergleich der 
Spaltbarkeit von Clupeon mit und ohne vorherige Einwirkung 
von Enterokinase auf die gereinigte Protaminaselésung ergal 
keine Steigerung der Aktivitiit durch den tryptischen Aktivator: 
1,0 ccm gereinigte Protaminase wurde a) mit 1,0 ccm enzymfreier 
_ Enterokinase, b) mit 1,0 ccm H,O 1/, Stunde bei 30° belassen 
(p, =), darauf nach Zusatz von n-NaOH (zu p,=8,0) + 4,0 ccm 
Clupeon (= 80 mg Sulfat) 2 Stunden bei 30° der Verdauung 
iiberlassen; der gemessene NH,-Zuwachs entsprach a) 0,60. 
b) 0,59 com 0,05 n. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie der Rocke- 
feller Foundation danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung 
 gestellten Mittel. 





*) Dargestellt nach M. Goto, Diese Z. 37, 106 (1902/03). 
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Bemerkung zu der Arbeit von Alfred Herzog’): 


,Uber die prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffes, 
deren krystallinische Isolierung 
und deren Synthese mit nativem Globin zu Hamoglobin.“* 


Von 


Hans Fischer und Karl Zeile. 


(Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1933.) 


Alfred Herzog berichtet in der angezogenen Arbeit iiber 
teindarstellung einer krystallisierten eisenhaltigen Substanz, die 

,bweichend von den ,,herkémmlichen“ Himinderivaten mit 34 Kohlen- 
stoffatomen nur 33 im Molekiil enthalt und die mit nativem Globin 
zu Hamoglobin gekuppelt werden kann. Hieraus war Kohlenoxyd— 
Hiimoglobin in krystallisiertem Zustand zu erhalten. Herzog 
hezeichnet seine Substanz als ,,Himatoprosthetin“. Es gelang 
ihm nicht, diese durch Kisessig—Kochsalzlésung in Himin zu iiber- 
fiihren, wohl aber bei Gegenwart von Methylalkohol. Er kommt 
zur SchluBfolgerung, ,,daB es sich bei dem 34. Kohlenstoff des 
Himins um den Kohlenstoff einer Methylgruppe handelt“!!) (Vgl. 
S. 419.) 

Herzog kiirzt auf Grund seiner ,,grundlegenden“') Ergebnisse 
die Formeln fiir Himatoporphyrin, Protoporphyrin, Mesoporphyrin, 
Himoporphyrin um 1 Kohlenstoffatom. Auch fiir die Chlorophyll- 
chemie werden analoge SchluBfolgerungen gezogen. 

Der Autor selbst diskutiert in seiner Arbeit die Schwierigkeit, 
durch Elementaranalyse allein die Frage der Zusammensetzung 
hdhermolekularer Kérper zu entscheiden, eine Auffassung, die wir 


ja auch seit Jahrzehnten immer vertreten haben und dabei stets 


auf die Notwendigkeit des Beweises durch die Synthese hinwiesen. 
Der Beweis von 34 Kohlenstoffatomen im Hamin und allen seinen 


') Biochem. Z. 264, 412 (1933). Vgl. dazu Biochem. Z. 260, 213 (1933). 
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Derivaten ebenso im Atioporphyrin des Hamins zu C,, und des 
Chlorophylls zu C,, bzw. C,, ist nun auf dem Wege der Synthes. 
in eindeutiger Weise erbracht. Merkwiirdigerweise beschiftigt sic}, 
der Autor mit diesen synthetischen Arbeiten iiberhaupt nicht, und 
wenn wir uns entschlossen haben, auf seine Arbeit einzugehen, 
so ist der Grund der, daB diese Mitteilung in einer angeseheney 
Zeitschrift erschienen ist, mit der itiblichen Einteilung in yey. 
schiedene Druckarten, vielfach in Sperrdruck, manches auch jy 
kleinem Druck, im ganzen 17 Seiten. 

Wir haben nach der Vorschrift des Autors das ,,Himato- 
prosthetin“ in krystallisiertem Zustand dargestellt und es ergal 
die Analyse eines nach den Angaben Herzogs aus Schalfejef- 
Himin dargestellten und bei 100° im Vakuum getrockneten Priipa- 
rates folgende Werte: 

3,709 mg Subst.: 13,675 mg CO,, 2,715 mg H,O, 0,759 mg Fe,0,. 
3,450, 3,560, 3,058, 3,900 mg Subst.: 0,270 (23°, 721 mm), 0,284 (22°, 721 mm 
0,225 (19°, 738 mm), 0,296 (19°, 739 mm) eem N. 

Von Herzog gefundene Mittelwerte: 

C 65,55 H5,13 N 9,57 Fe 9,23 
Gef. ,, 65,33 ,, 5,82 ,, 8,56, 8,75, 885%), 8,63*)  , 9.30. 
*) Diese Analysen wurden von Herrn Dr. Zacherl-Graz ausgefiihrt. 


Es wurde weder Halogen noch Methoxyl gefunden. 

Hiernach sind die Kohlenstoff-Wasserstoff-Analysen bestiitigt. 
im Stickstoff aber ein erhebliches Defizit zu konstatieren. Wi 
sandten deshalb eine Probe des Priparates nach Graz zu Herr 
Dr. Zacherl, der die Analysen des Herrn Herzog durchgefiihrt 
hat. Herr Dr. Zacher] erhielt im wesentlichen die gleichen Werte 
wie wir. Die Differenz im Stickstoff muB irgendwie mit der Art 
des Trocknens zusammenhiingen, denn, wie aus dem folgenden 
hervorgeht, ist die bei 100° getrocknete Substanz als ein Sekundir- 
produkt zu betrachten. Im iibrigen stimmt auch bei den Herzog- 
schen Analysen die Relation Stickstoff: Eisen entsprechend den 
Atomgewichten 1:4 nicht scharf, an sich schon ein Hinweis auf die 
Uneinheitlichkeit des Materials. Auch entsteht bei der Darstellung 
und Umkrystallisation der Substanz nach Herzog bei der Zugabe 
von Kisessig zur ammoniakalischen Liésung stets Ammoniumacetat 
mit, ein Umstand, den wir durch entsprechende Abinderung de! 
Vorschrift, die iiberdies in verhiltnismiBig kurzer Zeit eine gute 
Ausbeute ergibt, vermeiden konnten. Wir beniitzten folgende 
Vorschrift: 
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0,65 g Himin werden in 4ccm H,O aufgeschlimmt und durch 
Zugabe von 0,4 ccm 25°/,igem Ammoniak (= 6 Mol) und 40 ccm 
Methylalkohol in Lésung gebracht. Es wird sofort filtriert und 
nach etwa 12stiindigem Stehen scheiden sich, wie bei Herzog 
beschrieben, in einer Menge von etwa 0,5 g schéne Krystalle ab, 
die abgesaugt und mit Methylalkohol und Ather gewaschen werden. 


Die Analyse eines bei 100° im Vakuum getrockneten Priiparates ergab 
folgende Werte: 

4,410 mg Subst.: 10,600 mg CO,, 2,100 mg H,O, 0,580 mg Fe,0,. — 
3,475 mg Subst.: 0,286 cem N (21°, 719 mm). 

Gef. C 65,56 H533 N 9,04 Fe 9,20. 

Da das Reaktionsmedium sowohl in der Herzogschen als 
auch in unserer Versuchsanordnung am Ende der Reaktion ammo- 
niakalisch ist, muB die gebildete Substanz ein Ammoniumsalz sein. 
Solche Ammoniumsalze sind von Willstatter und seinen Schiilern ') 
bei den Chlorophyll- und Haminporphyrinen bereits beschrieben 
worden und diese Salze geben leicht Ammoniak ab. Das ist auch 
bei der von Herzog beschriebenen Substanz der Fall, wie wir 
uns durch Analysen, die in verschiedenen Zeitabstinden nach der 
Darstellung ausgefiihrt wurden, iiberzeugen konnten. Obwohl sich 
kein definierter Zustand einstellte, lassen unsere Analysen den 
Schlu8 zu, daB es sich bei dem primiir entstehenden krystallisierten 
Produkt um ein Monoammoniumsalz des Himatins handelt. 

Die Analysen der iiber Kali und Paraffin aufbewahrten 
Priparate hatten folgende Ergebnisse: 


a) 2 Stunden nach dem Abfiltrieren: 
5,270 mg Subst.: 11,180 mg CO,, 2,860 mg H,O, 0,600 mg Fe,O,. - 
3,100 mg Subst.: 0,304 ecm N (23°, 718 mm). 
Gef. C 57,86 H6,07 N 10,35 Fe 7,96. 


b) am 4. Tage nach der Darstellung: 
4,310 mg Subst.: 9,380 mg CO,, 2,425 mg H,O. — 3,150 mg Subst.: 
0,293 eem N (21°, 715 mm). 
C,,H3,0,N,FeOH (Himatin) + NH, + 2H,O = C,,H,,0,N,Fe 
Ber. C 59,45 H 5,87 N 10,20 Fe 8,15 
Gef. ,, 59,35 ,, 6,30 ,, 10,16 > 8,19. 
c) am 6. Tage nach der Darstellung: 
5,300 mg Subst.: 11,855 mg CO,, 2,850 mg H,O, 0,610 mg Fe,0,. — 
3,420 mg Subst.: 0,315 cem N (22°, 712 mm). 
Gef. C 61,00 H 6,02 N 9,32 Fe 8,05. 
') R. Willstatter u. A. Stoll, Unters. iib. Chlorophyll, Berlin 1913, 
S. 363, dort auch weitere Literatur. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCX XII. ll 
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d) nach 12stiindiger Trocknung bei 100° i.V. bis zur Gewichtskonstan;. 

4,407, 4,535 mg Subst.: 10,655, 10,960 mg CO,, 2,050, 2,120 mg H,0. 
0,572, 0,585 mg Fe,O,. — 3,170, 3,382 mg Subst.: 0,272 (22°, 710 mm), 0,287 
(22°, 704mm) eem N. 

Gef. C 65,94, 65,91 H 5,21, 5,23 N 9,27, 9,10 Fe 9,08, 9,02. 

Ein weiteres Trocknen der Substanz bei 130° i. V. ergab keine Gewichts 
abnahme. 

Durch diese Ergebnisse ist das Vorliegen eines dissoziierender 
Ammoniumsalzes bewiesen und die Analysenresultate Herzogs 
erklart. 

Noch war aber die Angabe iiber die Nichtméglichkeit der 
Uberfiihrung in Chlorhimin zu widerlegen. Spielend lieB sich nun 
aus der nach Herzog wie nach unserer Methode dargestellten 
Substanz quantitativ Chlorhimin in typischen Teichmannschen 
Krystallen erzeugen, ohne Gegenwart von Methylalkohol. 

Die Substanz wurde in méglichst wenig 3°/,iger NaOH gelist 
und auf einmal in kochenden kochsalz- und salzsiurehaltigen Kis- 
essig eingetragen, wobei Abscheidung in kleinen Teichmannschen 
Krystallen erfolgt. Die Analyse eines solchen Himinpriparates 
ergab folgende Werte: 

4,930 mg Subst.: 11,280 mg CO,, 2,295 mg H,O, 0,580 mg Fe,0,. 
4,295, 4,185 mg Subst.: 0,302 (19°, 720 mm), 0,309 (20°, 718 mm) cem N. — 
4,717 mg Subst.: 0,995 mg AgCl. 

Ber. C 62.63 H495 N 8,59 Fe 8,57 (Cl 5,44 

Gef. ,, 62,41 ,, 5,20 ,, 7,79, 813 ,, 823 ,, 5,22. 

Es handelt sich also um typisches Chlorhimin. Die Ursache 
der Herzogschen Miferfolge kann unter anderem dadurch bedingt 
sein, daB der Autor nicht die frisch dargestellte Substanz ver- 
wandt hat, sondern die bei 100° getrocknete. Bei dieser Tempe- 
ratur treten Nebenreaktionen ein. Die Bildung von Teichmann- 
schen Krystallen gelingt zwar noch, ist aber nicht mehr quantitativ. 

Endlich haben wir dann noch aus der von Herzog be- 
schriebenen Substanz nach der Methode von H. Fischer und 
F’. K6gl) Mesoporphyrin gewonnen, das als Ester mit reinstem, 
aus Himin dargestelltem Mesoporphyrindimethylester identifiziert 
wurde. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt der Priiparate 216° 
korr. Auch mit synthetischem Mesoporphyrinester trat bei der 
Mischprobe keine Depression ein. 


Frl. Dr. Jordan sind wir fiir die Durchfiihrung der Mikroanalysen 
zu Dank verpflichtet. 


1) Diese Z, 138, 262 (1924). 
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Uber Fibrinogen und ein gerinnungsférderndes Plasmaglobulin. 
Von 
Adolf Sehmitz. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung in Kopenhazgen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1933.) 


Die klassische Methode zur Darstellung von Fibrinogen ist 
die unter anderem von W. Heubner’), von P. Nolf*) und von 
M. Florkin*) modifizierte Methode nach Hammarsten.‘) Sie 
beruht auf der Eigenschaft des Fibrinogens, durch Halbsittigung 
seiner Lisung mit Kochsalz ausgefiockt zu werden. Sie reiht 
sich damit in die iibliche Darstellungsweise der Eiweibkoérper, 
die durch Aussalzung, ein. Auf ein anderes Prinzip griindet sich 
die Darstellung des Fibrinogens, die J. Mellanby’) angegeben 
hat. Diese erfolgt durch Verdiinnen des Plasmas mit destilliertem 
Wasser und schwachem Ansiiuern mit Essigsiure, wobei das 
Fibrinogen ausfillt. Sie ist also analog den Methoden zur Dar- 
stellung der KiweiBkoérper durch Dialyse, wie sie z. B. fiir Euglobulin 
und Pseudoglobulin angewandt wird. Es ist zu erwarten, daB 
zwei so verschiedene Methoden nicht zu identischen Kérpern 
fiihren k6nnen. 

Nach der kiirzlich beschriebenen Methode zur qualitativen 
Analyse von EiweiBlésungen®) haben wir die auf beide Weise 
erhaltenen Fibrinogenlésungen miteinander verglichen. Das Er- 
gebnis, das in Fig. 1 wiedergegeben ist, zeigt in der Tat groBe 
Verschiedenheiten der beiden Fibrinogenlésungen. Wihrend sich 
das Fibrinogen (Hammarsten) aus einem Gemisch sich unter- 
einander sehr nahestehender Proteintypen zusammensetzt, die 
vielleicht bei der Darstellung aus einem einzigen Typ entstanden 
sein kénnen, besteht das Fibrinogen (Mellanby) aus zwei scharf 
voneinander abgetrennten Typen, dem eigentlichen Fibrinogen und 
einem Protein von Globulincharakter. Mellanby selbst machte 
schon die Annahme, da8 das von ihm dargestellte Fibrinogen 
Prothrombase gebunden enthalte, da es allein auf Zusatz von 
»fGnase“ und Calcium zum Gerinnen gebracht werden kann. Auf 
dieser Annahme begriindet J. Mellanby’) dann spiiter die Dar- 
stellung seiner Prothrombase, die er dadurch erhilt, daB er den 
Fibrinogenniederschlag mit verdiinnter Calciumbicarbonatlisung 
extrahiert, wobei die Prothrombase herausgelist wird. 
ng 
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Nach dem Analysenbild ist die nach Hammarsten erhaltene 
Fibrinogenlésung, obwohl uneinheitlich, durch Aussalzung nicht 
weiter fraktionierbar. Dagegen laBt sich die Mellanbylésune 
mit Leichtigkeit in 2 Fraktionen aufteilen. | 


I. Darstellung des Fibrinogens nach Mellanby. 


Die Darstellung folgt den Literaturangaben.*) 200 cem Pferdeblut- 
plasma, das etwa 0,2°/, Kaliumoxalat enthielt, wurden mit destilliertem 
Wasser auf 2000 cem verdiinnt. Zusatz von 6 cem n-Essigsiiure brachten 
die Lésung auf py 6,8. Hierbei fiel ein Niederschlag aus, der sich bald 
zu Flocken ballte und nach Verlauf 1 Stunde gut abgesetzt hatte. Die 
iiberstehende klare Fliissigkeit wurde abgehoben. Nun spiilten wir den 
reinweiBen Niederschlag mit destilliertem Wasser auf und wuschen ihn 
mehrmals auf der Zentrifuge griindlich mit Wasser aus. Dann lésten wir 
den Niederschlag in 70 cem physiologischer Kochsalzlésung. Er ging voll- 
kommen und fast klar in Lésung. Diese Lésung gab das in Fig. 1 wieder- 
gegebene Analysenbild des Fibrinogens (Mellanby). 


II. Fraktionierung des Fibrinogens (Mellanby) in seine 2 Komponenten. 

Die Liésung des Fibrinogens (Mellanby) — 70 ccm — wurde unter 
gutem Umriihren mit 30 ccm gesiittigter Ammonsulfatlésung versetzt, so 
da8 also die Salzkonzentration des in 
































s 4 ; : i t a." se j : ii t is _ 
der Fig. 1 angezeigten Gipfelpunktes | 
des eigentlichen Fibrinogens eben £50 > 4 
iiberschritten ist. Das Fibrinogen fiel : 

} é 
00 T 7 finite ’ a ee 200 i 
780 *- | 4 50 + 1 

: a 
N _ a | 
Ss) 7 | © 

iw N | 8 200] 
ie 0- | N : K 700+ 
& - ™~ S | rf 
% SOF es SOL eee 
€ | > eee | | Z | 
ree i ! i j 1 i L } u ! i i " ai L ! . J 
Q OO 0 €©€ @B 70 0 LO 40 60 60 0 
% Ammonivinsufarsdtigure % Amimoniumsuiforsatigung 
Fig. 1. Fig. 2. 
|. Fibrinogen (Mellanby). I. Fibrinogenfraktion. 
II. Fibrinogen (Hammarsten). It. Globulinfraktion. 


als schneeweiBer: flockiger Niederschlag, der auf der Zentrifuge ab 
geschleudert wurde. Die iiberstehende Lésung dient zur Darstellung des 
durch Halbsittigung mit Ammonsulfat ausfallenden Globulins, die weiter 
unten beschrieben wird. 

Der Niederschlag wurde mehrmals mit einer '/, gesiittigten Ammon- 
sulfatlésung ausgewaschen. Darauf ésten wir ihn in 140 ecm physiologischer 
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Kochsalzlésung und wiederholten die Fillung durch Zufiigung von 60 ccm 
gesittigter Ammonsulfatlésung. Wieder wurde zentrifugiert und in der 
Zentrifuge mit einer '/, gesittigten Ammonsulfatlésung ausgewaschen. Ins- 












































"g gesamt wurde 5 mal umgefillt. Das Fibrinogen wird hierdurch nicht in 
seiner Loslichkeit beeintriichtigt. Auch nach der 5. Umfiillung lést es sich 
volistindig, spielend leicht und fast ohne Triibung in physiologischer Koch- 
salzléisung. Bei der Fiallung scheidet es sich in feinen Flocken ab, ohne 

“d sich zu faserigen Klumpen zusammenzuballen, wie man es bei Fibrinogen 

- (Hammarsten) beobachtet. Die zum Schlu8 erhaltene Lisung wurde in 

7 Pergamentmembran gegen physiologische Kochsalzlésung so lange dialysiert, 

id bis sie keine Reaktion mit NeBlers Reagens mehr gab. Hierbei wurde 

” die AuBenlésung méglichst hiufig gewechselt. 

- Das Analysenbild der dialysierten Lésung ist in Fig. 2 (Kurve I) 

. wiedergegeben. Das Fibrinogen zeigt eine auB8erordentlich scharfe 

| Aussalzungsgrenze, so daB sich Einheitlichkeit vermuten abt. 

r- Die bei der ersten Fiillung des Fibrinogens hinterbleibende Lésung, 
die zu 30°/, mit Ammonsulfat gesiittigt war, blieb 1 Tag im Eisschrank 
stehen, wobei sich noch eine geringe Menge Niederschlag zu Boden setzte, 

l, der abfiltriert wurde. 50 ccm dieser Lésung wurden mit 40 ccm gesiittigter 

r & Ammonsulfatlésung versetzt. Hierbei entstand durch Aussalzung des Ge- 

0 rinnungsglobulins eine starke Triibung. Der EiweiBniederschlag lieB sich 


| nicht zentrifugieren, er konnte aber leicht abfiltriert werden. Das Filtrat 
war eiweiBfrei. Der auf dem Filter gesammelte Niederschlag wurde mit 
| halbgesittigter Ammonsulfatlésung ausgewaschen, dann mit 100 cem physio- 
logischer Kochsalzlésung herausgelést und erneut durch Zusatz des gleichen 
Volumens gesiittigter Ammonsulfatlésung ausgesalzen. Wieder wurde fil- 
triert und in gleicher Weise wie oben ausgewaschen. Die Umfillung 
wurde insgesamt 4mal wiederholt. Die schlieBlich erhaltene Lésung, die 
eine stirkere Triibung zeigte als die Fibrinogenlésung, wurde in gleicher 
Weise wie die Fibrinogenlésung gegen physiologische Kochsalzlésung bis 
zur volligen Entfernung des Ammonsulfats dialysiert. 


Das Analysenbild der Globulinlésung (Fig. 2, Kurve Il) zeigt 
unscharfe Fallungsgrenzen, so daf ihre Hinheitlichkeit in Frage 














gestellt ist. Tabelle 1. 
Ce at étakes | 4,52 | 4,97 | 5,30 | 5,60 | 5,91 | 6,23 | 6,46 | 6,64 | 6,81 
Rel. Triibung | 175 227 | 250 | 250 229 182 153 125 95 














Das p,-Flockungsoptimum des Globulins wurde in m/100- 
Phosphatpufferlésungen durch Triibungsmessung bestimmt. In 
Tab. 1 ist p,, der Lésung und erhaltene Triibung angegeben. Das 
Maximum liegt zwischen p, 5,3—5,6. Mellanbys‘) Prothrom- 


vase zeigte ein Flockungsmaximum bei p,, 5,3. 


III. Einflu8 der Konzentration des Fibrinogens 
und des Gerinnungsglobulins auf die Gerinnungsgeschwindigkeit. 
In einer Arbeit von Albert Fischer und A.Schmitz*) war 
der KinfluB des aus Muskelgewebe extrahierharen gerinnungs- 
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fordernden Stoffes auf die Gerinnungsgeschwindigkeit von Plasiny 
untersucht worden. Es konnte gezeigt werden, daB die Gerinnungs. 
geschwindigkeit proportional der Konzentration dieses Stoffes ist, 
A. Fischer?) hat diesen Stoff isoliert und ihn als ,,Thrombin‘ 
bezeichnet, da er ihn als den einzigen Stofit definiert, der zur 
Gerinnung des Plasmas und zwar des Hithnerblutplasmas ot- 
wendig ist. Auf die Gerinnung des isolierten globulinfreien Fibri- 
nogens hat aber der Gewebeextrakt keinen oder nur sehr ge- 
ringen Kinflu8, ebenso wie das von uns hier beschriebene Plasma- 
globulin allein auf die Gerinnung des Fibrinogens kaum eine 
Wirkung ausiibt. Neben Calcium sind beide Stoffe, die aus 
dem Gewebe isolierbare Substanz und unser Gerinnungsglobulin, 
das mit der von J. Mellanby’) auf dhnliche Weise _ iso- 
lierten Prothrombase oder nach anderer Auffassung mit dem 
Prothrombin*) identisch zu sein scheint, fiir die Gerinnung des 
Fibrinogens erforderlich. Die Gerinnung des Fibrinogens wird 
nur ausgelést durch das bei Gegenwart von Calcium aus beiden 
Stoffen entstehende Reaktionsprodukt. In welcher Weise dieses 
Reaktionsprodukt auf Fibrinogen wirkt, ob es als ein proteoly- 
tisches Ferment, wie E. Waldschmidt-Leitz!*) und J. Mel- 
lanby’’) annehmen, aufzufassen ist, oder ob seine Wirkung als 
eine rein physikalische zu deuten ist, das laBt sich heute noch 
nicht entscheiden. 

a) Zuniichst haben wir den HinfluB des Gerinnungsglobulins 
auf die Gerinnungsgeschwindigkeit des Fibrinogens untersucht. 
Alle Gerinnungsversuche wurden nach der von A. Fischer") an- 
gegebenen Methode ausgefiihrt. 

In 9 Reagenzgliiser wurden je 1,0 cem Fibrinogenlésung gegeben, die 
0,445°/, Fibrinogen enthielt. Hierzu kamen die in Tab. 2 angegebenen 
Mengen von Globulinlésung, die einen gravimetrisch bestimmten Eiweil- 
gehalt von 0,24°/, hatte und 0,02°/, Calciumehlorid enthielt. Alle Réhrchen 
wurden mit physiologischer Kochsalzlisung auf 3 eem aufgefiillt. 

Von jedem Réhrchen wurden 0,2 ccm in die Fischerschen Gerinnungs- 
roéhrehen iibertragen. Hierzu wurden dann 0,05 cem eines wiiBrigen Nieren- 
extraktes zugesetzt. In Tab. 2 sind die Mengen der zugesetzten Globulin: 
lésung in Kubikzentimeter bezeichnet, der daraus sich berechnende Gebalt 
der Fibrinogenlésung an Globulin in Prozent, die gemessene Gerinnungs- 


*) Von Z. Zakrzewski") wird Prothrombin als der Stoff betrachtet, 
der das Wachstum der Gewebekulturen anregt. Nach Untersuchunge?, 
die Herr Dr. J. Bofill-Deulofeu im hiesigen Institut ausfiihrte, hat weder 
das Prothrombin enthaltende Fibrinogen (Mellanby) noch das daraus is0- 
lierte Gerinnungsglobulin irgendeinen merklichen Einflu8 auf das Wachstum 
von Herzfibroblasten. 
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yeit in Sekunden und die Gerinnungsgeschwindigkeit als der 1000 fache 
reziproke Wert der Gerinnungszeit. Es sind Doppelversuche angegeben. 


Tabelle 2. 
Fibrinogen konstant. Nierenextrakt konstant. 














Globulin k Globulin- Gerinnungszeit Gerinnungs- 
onzentration aleaniin seal’ dick : 
ecm °/, sSekunden geschwindigkeit 
0 0 Uber 1 Stunde — 
0,05 0,004 2040 2040 0,49 0,49 
0,10 0,008 1260 1260 0,79 0,79 
0,15 0,012 1020 1020 0,98 0,98 
0,20 0,016 1020 1020 0,98 0,98 
0,40 0,035 720) = 720 1,39 1,39 
0,80 0,070 660 720 1,52 1,39 
1,20 0,105 540 540 1,85 1,85 
2,00 0,175 480 540 2,08 1,85 


Die Gerinnungsgeschwindigkeit steigt also nicht proportional 
dem Gehalt der Fibrinogenlésung an Gerinnungsglobulin an, sondern 
die Beziehung zwischen beiden ist von komplizierterer Form. 
Schliisse auf den Reaktionsvorgang lassen sich bei der Zweiphasig- 
keit des Gerinnungsprozesses hieraus nicht ziehen. Nach Mellanbys 
vorbildlicher Untersuchung iiber Prothrombase‘) ist es erforder- 
lich, den zeitlichen Ablauf beider Phasen getrennt zu untersuchen. 
Wir hoffen, das in einer spiiteren Arbeit zeigen zu kénnen. 

b) In analoger Weise untersuchten wir den Einfluf8 der 
Fibrinogenkonzentration auf die Gerinnungsgeschwindigkeit. 

In 7 Reagenzgliser gaben wir je 0,5 ccm von der bei a) angewandten 
Globulinlésung. Hierzu fiigten wir die in Tab. 3 angegebenen Kubikzenti- 
meter 0,445°/,iger Fibrinogenlésung. Mit physiologischer Kochsalzlésung 
wurde jedes Réhrchen auf 1cem aufgefiillt. In die Gerinnungsréhrchen 
kamen von dieser Mischung wieder je 0,2 cem, dazu 0,05 ecm wiiBrigen 


Nierenextraktes. Die Bezeichnungen in der Tabelle sind analog denen in 
Tab. 2. Es sind Doppelversuche angegeben. 


Tabelle 3. 


Globulin konstant. Nierenextrakt konstant. 














Fibrinogen Fibrinogen Gerinnungszeit Gerinnungs- 
ecm ~ Sekunden geschwindigkeit 
0,05 0,021 Uber 3 Stunden — 

0,10 0,044 600 600 
0,15 0,065 600 620 
0,20 0,088 580 600 sng 
0,30 0,132 600 600 it 
0,40 0,176 600 650 
0,50 0,222 600 600 
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Es ergibt sich das Resultat, daB die Gerinnungsgeschwindiy. 
keit bis zu einem Mindestfibrinogengehalt von 0,04°/, vdllig un. 
abhingig von der Konzentration des Fibrinogens ist. Fallt de; 
Fibrinogengehalt unter 0,04°/,, dann erfolgt zwar auch die Un. 
wandlung in Fibrin, aber die Fibrinmenge reicht nicht mehr aus, 
um die gesamte Fliissigkeit zu binden. Es ist nur eine Bildung 
von feinen Flocken und Fasern zu beobachten. 


Zusammenfassung. 

1. Die Lésungen des Fibrinogens (Hammarsten) und des 
Fibrinogens (Mellanby) zeigen in ihrer Zusammensetzung charakte- 
ristische Unterschiede. 

2. Fibrinogen (Hammarsten) wird als uneinheitlich an- 
gesehen. Es kann durch Aussalzung nicht fraktioniert werden. 

3. Fibrinogen (Mellanby) kann in 2 Fraktionen durch Aus- 
salzung aufgeteilt werden, niimlich in das eigentliche Fibrinogen, 
das einheitlich zu sein scheint, und in ein durch Halbsittigung 
mit Ammonsulfat fallbares gerinnungsférderndes Protein. Dieses 
»Gerinnungsglobulin“ scheint mit Mellanbys Prothrombase iden- 
tisch zu sein. Sein Flockungsmaximum liegt bei p,, 5,3—5,6. 

4. Es wird die Abhangigkeit der Gerinnungsgeschwindigkeit 
des Fibrinogens von der Konzentration des Gerinnungsglobulins 
untersucht. 

5. Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist von der Konzentration 
des Fibrinogens unabhingig. Bei einem Gehalt von weniger als 
0,04°/, Fibrinogen tritt vollstiindige Gerinnung der Lésung nicht 


mehr ein. 
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Uber das Verhalten von Hamatoporphyrin im Tierkérper. 
Von 
Rudolf Hutschenreuter. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1933.) 


Unter dem Namen ,,Himatoporphyrin“ ist von F. Hoppe- 
Seyler!) ein amorpher eisenfreier Farbstoff beschrieben worden, 
der bei der Zersetzung von Himoglobin oder Hiimatin mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure entsteht und sich vom Himatin nicht 
nur im spektralanalytischen Verhalten, sondern auch durch den 


Mangel an peroxydatischer Wirkung unterscheidet. Im Gegensatz 


zu dem nicht einheitlichen Himatoporphyrin von Hoppe-Seyler 
lit sich nach dem spiiter von Nencki und Sieber’) aufge- 
fundenen Verfahren aus Hamin ein einheitliches krystallisiertes 
Himatoporphyrin gewinnen, allerdings nur unter peinlicher Be- 
achtung bestimmter VorsichtsmaBregeln; denn anderenfalls bleibt 
dem Hiimatoporphyrin leicht etwas Himaterinsiure (Protopor- 
phyrin) beigemengt.’) Dieser, gewodhnlich als ,,Himatoporphyrin- 
Nencki* bezeichnete Farbstoff erfiihrt leicht eine Zersetzung 
unter Ubergang in Hiimaterinsiiure.*) Auch durch lingeres Kochen 
mit Kisessig liBt sich das Hamatoporphyrin in Himaterinsiure 
umwandeln.°) 

Die nahe Verwandtschaft des Hiimatoporphyrin-Nencki mit dem Blut- 
farbstoff rief eine Reihe von Arbeiten hervor, die sich mit dem Schicksal 
des HpN*) befaBten, das es im Tierkérper erleidet. Es wurde nach dem 
Verbleib des HpN und dem Wege der Ausscheidung geforscht, wobei jedoch 
die quantitativen Verhiltnisse nur wenig beriicksichtigt wurden. Schon 
Nencki und Sieber‘), die als Erste Versuche mit ihrem HpN am leben- 
den Tierkérper anstellten, berichten, daB bei kleinen Gaben (subcutan) kein 
HpN wiedergefunden werden konnte, daB erst nach Einverleibung gréBerer 
Dosen (immer subcutan) die Substanz zum kleinen Teil wieder ausgeschieden 
wurde und schlossen daraus, daB das HpN zum gréBten Teil zuriickgehalten 
und vielleicht zur Himoglobinbildung verwandt wiirde. Sie nehmen an, daf 
im Organismus und speziell in den Leberzellen gleichzeitig Himatoporphyrin 





. *) HpN bedeutet im folgenden stets die Abkiirzung fiir Himatoporphyrin- 
Nencki. 
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und Bilirubin gebildet werden, doch nur das Hiimatoporphyrin zum Aufbay 
des Himoglobinmolekiils geeignet sei. Fiir ihre Vermutung, daB das Himato. 
porphyrin-Nencki ein normales intermediires Stoffwechselprodukt sei, ha 
sich aber bis heute keinerlei Anhaltspunkt finden lassen. 

Neubauer’), der gelegentlich der Untersuchung der Griinde fiir das 
Auftreten eines Porphyrinfarbstoffes im Harn bei starken Sulfonalgahen 
einige Versuche tiber das Schicksal des HpN (subcutan gegeben) im Tier. 
kérper machte, schreibt: Wenn es sich auch mit aller Bestimmtheit nicht 
feststellen lieB, ob die gesamte zur Resorption gelangte HpN-Menge wieder 
ausgeschieden wird, da ein groBer Teil an der Applikationsstelle zuriick. 
bleibe, so sei doch die Annahme berechtigt, die Ausscheidung als quanti- 
tativ anzunehmen, weil schon bei kleinen Mengen es wieder in der Galle 
erscheine. Er schlieBt: Da in der normalen Galle kein HpN nachweisbar 
ist, so ergibt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit die Folgerung, daf Hp\ 
im normalen Organismus tiberhaupt keine irgendwie erhebliche Rolle spielt 
und weder als Zwischenprodukt beim Aufbau, noch als wesentliches Zerfalls- 
produkt beim physiologischen Abbau des Blutfarbstoffes anzusehen ist. 

DaB jedoch eine EKinwirkung des HpN auf den lebenden 
Organismus stattfinden mu8, wurde durch die grundlegenden Unter- 
suchungen von W. Hausmann) iiber die photodynamischen Eigen- 
schaften des HpN bewiesen. Er zeigte, daB Miuse, die HpN sub- 
cutan injiziert erhielten, derart fiir Lichteinfliisse empfindlich — 
sensibilisiert — wurden, daB sie je nach der Stirke des Lichtes 
und der Menge des verabreichten HpN in wenigen Minuten bis 
zu Stunden und Tagen zugrunde gingen. Uber die Ausscheidungs- 
verhiltnisse des HpN in Beziehung zur photodynamischen Wirkung 
dieses Kérpers schreibt er: Bei hochgradig sensibilisierten Miusen 
ist kein HpN in sensibilisierbarer Form im Blute vorhanden. In 
der Galle sowie im Harn kann der spektroskopische Nachweis 
dieses Kérpers zu einer Zeit nicht mehr méglich sein, zu der die 
Tiere noch derart sensibilisiert sind, daB sie im Licht zugrunde 
gehen. Hieraus liBt sich die Folgerung ableiten, daB Lichtkrank- 
heiten auch dann auf photodynamischen Sensibilisatoren beruhen 
kiénnen, wenn der Nachweis derartiger Kérper in den Ausscheidungs- 
produkten miBlingt. Es sind allem Anschein nach minimale Reste 
von HpN, die im Tierkérper — vielleicht von der Haut — zuriick- 
gehalten werden und zur Sensibilisierung ausreichen. Der klinischen 
Bedeutung des HpN, insbesondere fiir die Behandlung der endo- 
genen Depression und Melancholic, die Hiihnerfeld®) in seinen 
eingehenden Arbeiten zum ersten Male hervorgehoben hat, soll 
in der vorliegenden Arbeit nur wenig Raum geschenkt werdet, 
wihrend es reizvoll erschien, an Hand eines gréBeren Versuchs- 
materials und mit Hilfe der neuesten Apparate und Methoden 
der Spektrochemie unter besonderer Beriicksichtigung der quanti- 
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tativen Verhialtnisse neue Einblicke in den HpN-Umsatz zu ge- 
winnen. Da es infolge des umfangreichen Materials nicht méglich 
ist, alle Daten zu bringen, sollen nur die wichtigsten Versuche 
erértert werden. 


Versuchstiere und Futter. Es wurden gesunde weifSe minnliche 
Ratten von durchschnittlich 180—220 g Kérpergewicht verwandt. Sie wurden 
sorgfiltig lingere Zeit vor den Versuchen und wihrend der Versuche fleisch- 
frei ernihrt. Ihre Nahrung bestand abwechselnd aus gekochtem Milchreis 
und -gries, ab und zu bekamen sie etwas Wei8brot und rohe Wurzeln. 
Die normale Futtermenge betrug durchschnittlich 60—80 g pro Tag. 

Reagentien. Hiimatoporphyrin-Nencki.*) Es wurde als Kaliumsalz 
angewandt (s. u.). Eisessig, doppelt destilliert. Narkoseiither von Riedel- 
de Haén, frisch destilliert. Chloroform, alkoholfrei gewaschen, frisch 
destilliert. 

Mischung fir die Verfitterung. 5,000 g HpN-Hydrochlorid wurden 
mit 10 cem H,O gut angeriihrt, nach und nach 29,8 cem n/1-KOH und zum 
Schlu8 noch 5,2 cem H,O zugegeben. 1,000 g der Mischung enthielt dem- 
nach 0,1004 g K-HpN oder 0,0891 g HpN. Bestimmte Mengen der Mischung 
wurden mit der Tagesration des normalen Futters gut vermengt und ver- 
fiittert. Sie wurde von den Ratten mit gleichem Appetit verzehrt wie HpN- 
freies Futter. Bei gleichzeitiger Gabe von HpN-haltigem und normalem 
Futter fraBen die Ratten, die an HpN-haltiges Futter gewéhnt waren, stets 
zuerst von dem HpN-haltigen. 

Lésung fir die Injektion. 1,000 g HpN-Hydrochlorid wurde mit 
10 cem H,O gut angeriihrt, nach und nach bei gleichzeitigem Riihren 5,96 cem 
n 1-KOH zugegeben und zum SchluB noch 9,04 cem H,O zugefiigt. 1 cem 
der Lésung enthielt demnach 40,2 mg K-HpN oder 35,7 mg HpN. 

Aus dieser Stammlésung, die 6fters frisch angefertigt wurde, gingen 
alle andern Lésungen hervor. Sie blieb in dunklen Flaschen, vor Licht 
geschiitzt aufbewahrt, lingere Zeit haltbar. 

Im Gegensatz zu den Versuchen anderer Forscher wurde die HpN- 
Lisung stets intramuskulir gegeben; als geeignete Applikationsstelle 
erwiesen sich die Muskeln der Hinterschenkel. Die Versuchstiere wurden 
fast tiglich wechselseitig behandelt. Die Maximalfliissigkeitsmenge betrug 
einseitig 0,5 cem. Es ist nicht ratsam, mehr als diese Menge zu injizieren. 
Wie Versuche mit geringen oder gréBeren Mengen HpN sowie die quanti- 
tativen Versuche zeigen, erfolgt die Resorption des intramuskuliir gegebenen 
NpN bei einmaliger Gabe sehr rasch und fast vollkommen, was im gewissen 
Gegensatz zu den Angaben Neubauers steht, der HpN allerdings subeutan 
gegeben hat. Es ist hierbei vielleicht an die ungeheuer ausgiebige Fiirbe- 





*) Das Hiimatoporphyrin wurde von den Nordmark-Werken, Hamburg 21, 
bezogen, die es nach dem Verfahren von Nencki und Sieber fabrikmiabig 
herstellen. An jeder benutzten Sendung wurde durch eingehende chemische 
Untersuchung festgestellt, daB die Priparate einen sehr hohen Grad von 
Reinheit besaBen. Ich iiberzeugte mich besonders auch davon, daB keinerlei 
Verunreinigung mit Hiimaterinsiiure (Protoporphyrin) vorlag, die bekanntlich 
in nicht sorgfiltig gereinigten Priiparaten oft anzutreffen ist. (Vgl. Schumm, 
Spektrochemische Analyse 1927, 1V., Tabelle.) 
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kraft des HpN zu denken, die stets die Appikationsstelle anfirbt und 0 
ein Zuriickgehaltenwerden des HpN vortiuschen kann. Resorptions- und 
Firbeversuche am lebenden Gewebe konnten noch nicht vorgenommen werden, 

Toxische und photodynamische Wirkung des HpN. Im Hin- 
blick auf die in neuster Zeit steigende Anwendung des HpN zu 
kausalen Behandlung der Melancholie (die giinstigen Erfolge 
Hiihnerfelds wurden inzwischen von anderen Forschern be- 
stitigt), war es von groBem Interesse, iiber die Mengen, die von 
Ratten ohne Nebenerscheinungen (abgesehen von photodynamischen 
Wirkungen) vertragen wiirden, AufschluB zu erhalten. Es ist zu 
betonen, da8 besonders bei Dunkeltieren eine schidigende Wirkung 
des HpN trotz groBer Einzel- und Gesamtmengen nicht zu be- 
obachten war. Bei regelmiBiger monatelanger Gabe kleiner und 
mittlerer Mengen (bis 7,4 mg) intramuskulir erfolgte vielmehr 
eine Zunahme des Kérpergewichtes, wihrend bei groBen Mengen 
(bis 22,3 mg) eine Abnahme des Kérpergewichtes eintrat, was aber 
zwanglos aus der starken Belastung des Stoffwechselsystems er- 
klirt werden kann. Die Tiere, die HpN per os in kleinen oder 
grofen Mengen erhielten, erfuhren durchweg Gewichtszunahmen, 
die in einem Fall tiber 50°/, betrug. Auffillig erschien bei den 
Tieren, die HpN per os bekamen, die stark angeregte FreBlust. 

tatte 22. Dv.*) vom 16. 12. 32 bis 27. 4. 33 fast tiglich 7,4 mg HpN 
intram., insgesamt 466,6 mg. Anf.-Gew. 223 g, Endgew. 265 g. 

Ratte 24. Dv. vom 28. 12. 32 bis 27. 4. 33 fast tiglich 22,3 mg HpN 
intram., insgesamt 1199,6 mg. Anf.-Gew. 250 g, Endgew. 195 g. 

Ratte 21. Dv. vom 29. 12. 32 bis 4.5.33 fast tiglich 256 mg HpN 
per os, insgesamt 17,2 g. Anf.-Gew. 214 g, Endgew. 335 g. 

Ratte 34. Ly. vom 27. 1. 33 bis 8. 4. 33 fast tiglich 0,891 mg HpN 
per os, insgesamt 43,7 mg. Anf.-Gew. 190 g, Endgew. 250 g. 

Wihrend das intramusculir zugefiihrte HpN in gleicher Weise 
wie das von Hausmann subcutan injizierte eine stark sensibili- 
sierende Wirkung schon bei mittleren Gaben (bis 7,4 mg) auf die 
Ratte hervorzurufen imstande ist, tritt eine photodynamische 
Wirkung selbst bei groBen Dosen per os (bis 256 mg) unter ein und 
denselben Versuchsbedingungen gar nicht in Erscheinung. Es ist 
daher mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daB das Hp). 
das bei intramuskuliirer Zufuhr selbst nach sehr kleinen Gaben 
(178 y) noch schnell und praktisch vollstiindig wieder ausgeschieden 
wird, bei gesunden Tieren nach Aufnahme per os vom Darm 
aus héchstens in minimalen Mengen resorbiert wird. Auch Haus- 
mann hat sich ja dahin geiiuBert, dai der Kérper nur geniigend 


*) Dy. = Dunkelversuch, Ly. = Lichtversuch. 
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Zeit haben mu, um sich des HpN, subcutan gegeben, zu entledigen, 
bzw. es unschidlich zu machen. DaB Hausmann zu einer Zeit, 
wo noch eine sensibilisierende Wirkung vorhanden war, doch 
kein HpN in Galle und Harn nachweisen konnte, lag meiner 
Ansicht nach wohl daran, daB die Substanzmengen fiir einen 
Nachweis des HpN nicht ausreichend waren. Sammelt man die 
Ausscheidungsprodukte, vor allem die Fiices, mehrere Tage bis 
wochenlang, so kann man, besonders bei Anstellung von Parallel- 
versuchen, bequem HpN noch in sehr geringen Mengen (einige y) 
nachweisen. Auf diese Weise kann es gelingen, HpN selbst bis 
zum Aufhéren der Sensibilisierung aufzufinden. 

Ratte 32. Ly. 31 Inj. 4 7,4 mg tiiglich. Exitus nach 4 Stunden direkter 
Sonnenbestrahlung. 11. 2. 33. 

Ratte 33. Ly. 31 Inj. 4 14,9 mg tiiglich. Exitus nach 4 Stunden direkter 
Sonnenbestrahlung. 11. 2.33. 

Ratte 31. Ly. 33 Dosen a 256 mg tiiglich per os. Direkte Sonnen- 
bestrahlung am 11. und 12.2.33. Keine merkbare Einwirkung. 

Untersuchungsapparate. Benutzt wurden: 1. das neue Gittermeb- 
spektroskop nach F. Léwe und O. Schumm, ein Apparat, der aufs voll- 
kommenste die Anforderungen erfiillt, die heute an einen fiir die spektro- 
chemische Analyse organischer Farbstoffe bestimmten Spektralapparat gestellt 
werden miissen. Der Apparat wurde vor Beginn der Untersuchung geeicht. 

2. das Vergleichsspektroskop nach O. Schumm. 


Untersuchungen von Faces, Harn, Blut usw. 


Reaktion der Rattenfaces: 6 frische Rattenfiices wurden mit einigen 
Kubikzentimetern H,O im Becherglas verrieben, der Brei auf ein Filter ge- 
bracht und das Filtrat mit Lackmuspapier gepriift. Es zeigt deutlich saure 
Reaktion. 

6 lingere Zeit aufbewahrte, trockene Rattenfiices wurden im Mérser 
feingepulvert, mit einigen Kubikzentimetern H,O verrieben und wie vor be- 
handelt. Das Filtrat zeigt deutlich saure Reaktion. 

Ebenso zeigten die Fiices von Tieren, die HpN intramuskulir oder. 
per os monatelang bekommen hatten, deutlich saure Reaktion. 


Dieser Befund war insofern beachtenswert, weil infolgedessen 
die tiblichen Untersuchungsmethoden, die fiir Fices mit angeniihert 
neutraler Reaktion gelten, nicht angewandt werden konnten. 


Qualitative Untersuchung von Rattenfiaces, Die Untersuchung 
von Fiices, die von fleischfrei ernihrten Ratten und solchen, die 
mit HpN (per os oder intramuskular gegeben) behandelt waren, 
stammten, wurde im allgemeinen nach folgendem Plan vorgenommen. 


10 g lufttrockene Rattenfiices werden im Mérser sehr fein gepulvert 
und durch ein sehr engmaschiges Sieb geklopft. Auf dem Sieb bleiben sehr 
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betrichtliche Mengen Rattenhaare zuriick.*) Die gepulverte Masse wurde mit 
etwa 20 ccm reinem wisessig gut verriihrt und auf ein Filter in einen 
Trichter gebracht, der sich auf einem ausreichend groBen Erlenmeyer befand, 
Dann wurden weiter etwa 20 ccm Eisessig portionsweise zugefiigt, gut auf. 
geriihrt und abtropfen gelassen. Jetzt wurde unter Riihren so lange portions. 
weise reiner Ather zugegeben, bis der Ather ganz farblos ablief, eine kleine 
Probe des Filterriickstandes nach dem Trocknen rein weiB erschien und 
auch das Filter rein weiB blieb. Hierzu wurden im allgemeinen 350 bis 
400 cem Ather verbraucht. Dann wurde 3—4mal mit etwa 60—80 com 
destilliertem Wasser gewaschen. Man darf nicht zu stark schiitteln, da sich 
sonst sehr leicht schwer trennbare Emulsionen bilden. Der so behandelte 
Ather wird filtriert, sein Spektrum beobachtet und gemessen, sodann mit 
kleinen Portionen 12'/,°/,iger HCl erschépfend ausgezogen. Hierbei bleiben 
im Ather alle Fett- er) Geruchstoffe zuriick. HCl- Spektrum beobachtet und 
gemessen. Aus der Salzsiure wird der Farbstoff in Ather gebracht, der 
nahezu essigsiurefrei gewaschen wird. Er wird durch mehrere Lagen 
Filtrierpapier filtriert, das oe beobachtet und gemessen. Nun wird 
der Ather nacheinander mit 0,1°/,-, 0,4°/,- und 3°/,iger HCl ausgezozen, 
,fraktioniert™. Die Ausziige werden einzeln gesammelt, wieder nach obigem 
Verfahren in Ather gebracht und der schwach essigsaure Ather gemessen, 
Der Ather jeder Fraktion wurde in mehreren Portionen verdampft, von 
denen eine aufbewahrt und die anderen zu Identifizierungsreaktionen be- 
nutzt wurden. 

Identifizierung. Im Anschlu8 an jede Untersuchung erfolgte regel- 
miibig die Identifizierung der spektroskopisch gemessenen Porphyrine nach 
mehreren Seiten hin. Sie schloB sich eng an die von Schumm angegebenen 
Ausfiihrungsvorschriften an. 


Schon bei der Untersuchung geringer Mengen (2—4,5 g) so- 
wohl frischer als auch lufttrockener Fiices von Ratten, die nur 
mit Milchreis und -gries ernihrt wurden, zeigte sich, dab 
ein Porphyrin auftrat, das nach spektroskopischen Grundwerten 
und chemischen Reaktionen vollstiindig mit dem der Himaterin- 
siure iibereinstimmte. Um sicher zu gehen, wurde die Unter- 
suchung mehrmals mit verschiedenen Mengen, zu verschiedenen 
Zeiten und an Material, das von verschiedenen Tieren stammte, 


*) Diese Mengen von Rattenhaaren (oft 10—20°/,) finden sich das ganze 
Jahr hindurch vor und stammen direkt aus den Fiices selbst, sind also durch 
Magen und Darm der Ratte gegangen. Die Ratten kratzen sie sich mit den 
VorderfiiBen aus und nagen sie von den Niigeln ab. Manchmal findet man 
ganze Biischel, die nur mit einer diinnen Schicht Kot tiberdeckt sind. Aus- 
gefallene Rattenhaare unterscheiden sich vor dem Mikroskop deutlich von 
den oben geschilderten. Ferner konnte beim UbergieBen von gepulverten 
normalen Rattenfiices (1—2 g) mit 3—5 cem verdiinnter HCl (12'/,°/,) stets 
sehr betriichtliche Mengen H,S nachgewiesen werden. Inwiefern diese Haare 
beim StoffwechselprozeB (8- Umeats, Fettumsatz), Verdauungs- bzw. Darm- 

wandreizung oder vielleicht bei der Bildung von Himaterinsiure eine Rolle 

spielen, habe ich noch nicht untersuchen kdnnen. 
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wiederholt. Das Ergebnis wurde stets bestitigt. Dieser Befund 
war sehr tiberraschend. Denn nach den Arbeiten von Snapper?) 
wird bei fleisch- und chlorophylifreier Erniihrung, allerdings bei 
Menschen, keine Himaterinsiiure gefunden, vielmehr deutet ihre 
Anwesenheit bei fleisch- und chlorophyllfreier Krnihrung auf 
Blutungen im Darmsystem hin. Von anderer Seite sind kiirzlich 
allerdings Beobachtungen mitgeteilt worden, nach denen in mensch- 
lichen Faces bei blutfarbstofffreier Ernihrung Hiimaterinsiure vor- 
kommen kann, auch wenn vorher keine Blutaustritte erfolgt sind 
iyol. J. Boas, Klin. Wochenschr. Nr. 50, 1931, Nr. 25, 1932). In den 
Fiices unserer gesunden Ratten findet sie sich stets vor. Das 
Auftreten der Himaterinsiure muBte auch insofern beachtet werden, 
als an die Méglichkeit einer Umwandlung von HpN in Himaterin- 
siure, die ja in vitro durchfiihrbar ist, durch den Tierorganismus 
gedacht werden konnte (vgl. unten angefiihrten Versuch). Auf den 
Grund fiir das Auftreten der Hiimaterinsiure konnte noch nicht 
eingegangen werden, Bemerkenswert war bei allen Versuchen das 
Verhalten des Koproporphyrins. Wihrend die Himaterinsiure 
schon in kleinen Mengen Faces bequem nachgewiesen werden 
konnte, gelang hier der Nachweis des Koproporphyrins unter den- 
selben Versuchsbedingungen nicht, Selbst als die Menge der luft- 
trockenen Faces auf 10 g und spiiter auf 25 g (monatelange Samm- 
lung) gesteigert wurde, konnte Koproporphyrin zwar spektroskopisch 
eindeutig nachgewiesen, doch eine geniigende Menge fiir die einwand- 
freie Identifizierung noch nicht gewonnen werden. Jedenfalls muB 
im Anschlu8 hieran und im Hinblick auf die HpN-Versuche betont 
werden, daB bei Ratten-Fiaces-Mengen unter 5 g niemals bei nor- 
malen Versuchsbedingungen auf Koproporphyrin Riicksicht ge- 
nommen zu werden braucht. 

Obwohl die Faces aller mit HpN irgendwie behandelten Tiere 
untersucht wurden, interessieren besonders die Fiices von Tieren, 
die entweder sehr groBe oder sehr kleine Dosen per os oder intra- 
muskuliir erhielten. 

Ratte 21/31. Ly./Dv. Lingere Zeit 256 mg HpN tiaglich per os. 
HpN +++. Hts.*) +. 


Ratte 34. Ly. Lingere Zeit 0,891 mg HpN tiiglich per os. HpN +++. 
Hts, +. 


Ratte 24/34. Ly./Dv. Lingere Zeit 22,3 mg HpN tiaglich intram. 
HpN +++. Hts. +. 





*) Abkiirzung fiir Himaterinsiure. 
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Ratte 22/32. Lv./Dv. 5 mal 0,891 mg HpN taglich intram. HpN + + +, 
Hst.. +. 3g lufttrockene Fiices. 

Ratte 103. Dv. 9 mal 0,357 mg HpN tiglich intram. HpN + +. Hts. +. 
0,7 g lufttrockene Fiices. 

Ratte 105. Dv. 9 mal 0,178 mg HpN tiiglich intram. HpN +. Hts. + +, 
0,8 g und 4,5 g lufttrockene Fiices. 


Dieser Versuch zeigte, wie schon oben mitgeteilt wurde, zu- 
nichst, daB HpN auch noch nach sehr geringen Gaben auftindbar 
war. Ks wurde dabei die Beobachtung gemacht, daB der Himaterin- 
siuregehalt des untersuchten Materials auffallend stark war, so dai 
mir die Méglichkeit einer Umwandlung sehr geringer Mengen 
HpN in Himaterinsiiure durch den Tierkérper nicht ausgeschlossen 
erscheint.*) Ferner wurde im Laufe dieser Untersuchung ein sich 
wie ein Porphyrin verhaltender Kérper wahrgenommen, dessen 
Salzsiurezahl tiber 3 lag und dessen Absorptionsmaximum (in 
schwach essigsaurem Ather) im Roten bei 628,5 uu lag. Eine 
eingehende Untersuchung dieses Kérpers war noch nicht mdglich. 

Ratte 113. Dv. 9mal 0,089 mg (89 y) HpN tiglich intram. Material 
nicht untersucht. 

Ratte 21/31. Lingere Zeit 256 mg HpN tiglich per os. HpN +++, 
Hts. +. 86,5 g lufttrockene Fiices. 

Das Ausgangsmaterial fiir diesen Versuch, durch den fest- 
gestellt werden sollte, ob HpN bei per os-Gabe in ein anderes, 
vielleicht kérpereigenes Porphyrin durch den Tierorganismus um- 
gewandelt werden wiirde, bildeten 86,5 g lufttrockene Fiices, die 
monatelang sorgfaltig gesammelt waren. Sie wurden fein gepulvert: 
dabei wurden auch hier gréBere Mengen Haare aus den Fiices 
freigelegt. Das feingepulverte Material wurde mit einem Kolier- 
tuch gebeutelt, von dem erhaltenen staubfeinen Produkt wurden 
24 ¢ nach den fiir normale Fices erprobten Methoden weiter 
verarbeitet. Trotz der erheblichen Schwierigkeiten, die bei der 
Abtrennung der einzelnen Fraktionen auftraten, konnte gezeigt 
werden, daB neben nicht iiber das gewéhnliche MaB hinausgehenden 


*) Durch besondere Versuche wurde nachgewiesen, daB wiihrend einer 
Versuchsdauer eine Umwandlung des HpN in Hts. durch die Behandlung 
mit Eisessig bei Zimmertemperatur, selbst nach mehrtigigem Stehen, nicht 
in Frage kam. 

Versuch: 4 g feingepulverte Fiices von fleischfrei ernihrten Ratten 
wurden in 4 Portionen von je 1g geteilt. Portion 1 und 2 blieben ohne 
HpN, Portion 3 und 4 wurden mit je 0,5 mg HpN versetzt. Sodann wurden 
alle Portionen unter gleichen Versuchsbedingungen mit Ejisessig verriihrt. 
Der Hts-Gehalt von 1 und 3, die sofort weiterverarbeitet wurden, erwies 
sich als gleich, ebenso der von 2 und 4, die erst nach 8 tigigem Stehen mit 
Eisessig im Dunklen verglichen wurden. 
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Mengen Hts nur HpN auftrat. Beziiglich Kp*) konnte eine Ent- 
scheidung nicht gefillt werden, da eine einfache Methode, die es 
vestattet, neben sehr groBen Mengen HpN sehr geringe Mengen Kp 
nachzuweisen und einwandfrei zu identifizieren, nicht bekannt ist. 
Die Ergebnisse dieses Versuches stehen einerseits in Kinklang mit 
den oben angefihrten photodynamischen Wirkungen bei per os Gabe, 
andererseits mit der weiter unten beschriebenen Blutuntersuchung 
bei ,per os Tieren“. 


Untersuchung des Harns. Fiir die Untersuchung der Harne 
von Ratten, die mit HpN per os und intramuskulir behandelt 
wurden, war es wesentlich, zu erfahren, welches Porphyrin in 
normalem Harn vorhanden war und welche Harnmengen zu seinem 
eindeutigen Nachweis und zur genauen Identifizierung angewandt 
werden muBten. Die Untersuchung wurde in der Erwartung, Kp zu 
finden, nach den tiblichen Methoden vorgenommen.**) 

Da bei Anwendung von 80, 300 und 400 ccm Harn ein ein- 
yvandfreier Nachweis des vermuteten Kp nicht gelang, wurden 
nach wochenlanger Sammlung 750 ccm und schlieBlich 1000 ccm 
Harn (mit einigen Kubikzentimetern Chloroform konserviert) ver- 
arbeitet. Es wurde hieraus Kp isoliert und identifiziert neben 
vanz geringen Mengen Hts., die offenbar aus durch Harn aus- 
gelaugten Ficesstiickchen stammten. Bei der Untersuchung von 
Harn unter 80 ccm ist also bei gewohnlichen Versuchsbedingungen 
eine Riicksichtnahme auf Kp nicht erforderlich. 

Nencki und Sieber, sowie Neubauer hatten bei ihren 
Versuchen tiber die Ausscheidungsverhiltnisse bei subcutan ge- 
gebenem HpN an Hunden gefunden, dai bald nach der Ein- 
verleibung kein HpN mehr im Harn festzustellen war. Da es im 
Hinblick auf die intramuskulare Applikation des HpN beim 
Menschen von Interesse war, zu erfahren, wie sich das HpN bei 
intramusculiren Gaben verhalten wiirde, wurden auch in dieser 
Richtung Versuche angestellt. 

Fiir die Untersuchung, ob bei HpN-Gabe (per os und intramuskuliir) 
in dem einen oder anderen Fall HpN durch das Urogenitalsystem aus- 


geschieden wird, war es von Bedeutung, einen Harn zu gewinnen, der un- 
mittelbar der Harnblase entstammte. Da die Anwendung des Katheters 


_ bei der Ratte mit groBen Schwierigkeiten verbunden ist, wurde folgender 


*) Abkiirzung fiir Koproporphyrin. 
_ “*) Bei dem Ansiiuern mit Eisessig entwichen neben groben Mengen 
CO, regelmiiBig sehr iibelriechende Gase, wahrscheinlich Zersetzungsprodukte 


von S-haltigen Verbindungen. 
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Kunstgriff angewandt, der sich aus dem Verhalten beim Ergreifen der Ratte 
ergeben hatte. Zieht man nimlich die Ratte am Schwanz und driickt sie 
gleichzeitig auf die Riickgratsknochen, so li8t sie Harn, den man schnell 
in einem bereitgehaltenen Gefi8 auffangen muB. Man kann auf diese Weise 
bequem zu den verschiedensten Zeiten Harn sammeln und allmihlich die 
zu einer Untersuchung notwendigen Mengen gewinnen. 

Wiahrend bei peroraler Gabe (0,891 mg bis 256 mg tigl.) von 
HpN im Harn der Versuchstiere keine Spur von HpN gefunden 
werden konnte, wies der Harn von Ratten, die mit HpN lingere 
Zeit intramuskulir (22,3—7,4 mg tigl.) behandelt wurden, sehr 
deutliche Mengen auf, was sich schon fuferlich an der rétlichen 
Farbe zeigte, wobei man allerdings die sehr starke Fiarbekraft 
des HpN beriicksichtigen muB (vgl. folgenden Versuch). In einem 
Falle, wo es gelang, eine halbe Stunde nach der Injektion etwa 
0,5 com Harn aufzufangen, war der Harn von so stark roter Farbe, 
daB das HpN-Spektrum unmittelbar beobachtet werden konnte 
(vgl. unten). Auffallig erschien bei diesem Versuch auch, dai 
nach dem Ausziehen mit 25°/,iger HCl ein roter Stoff im Ather 
zuriickblieb, der sich als die Cu-Verbindung des HpN entpuppte. 
Im iibrigen wurde die Cu-Verbindung des HpN im Harn (nicht 
in dem Ficesmaterial!) éfters beobachtet.*) 

Die Frage, ob bei Ratten, die mit sehr geringen Mengen 
HpN (357—89 y) intramuskulir behandelt werden, im Harn auch 
unveriindertes HpN auftritt, konnte noch nicht beantwortet werden, 
da bei Abbruch der Arbeit noch nicht geniigend Material vor- 
handen war. 

Ratte 21/31. Ly./Dv. Lingere Zeit 256 mg HpN tiglich per os. 
HpN -. 

: Ratte 34. Ly. Lingere Zeit 0,891 mg HpN tiglich per os. HpN -. 

Ratte 24. Dv. Lingere Zeit 22,3 mg HpN tiaglich intramuskuliir. 


HpN +++. 

Ratte 24. Dv. 

Eine halbe Stunde nach Injektion 0,5 cem Harn. Stark rot gefirbt. 
Porphyrin-Spektrum. 

0,5 cem Harn wurden mit 2 ccm H,O versetzt. 3 Tropfen Eisessig 
zugefiigt. Mit 20 cem Ather gut geschiittelt. 4mal mit wenig H,O ge- 
waschen. Gemessen. I 624,0. 11569. Ather mit 2 mal 1,25 cem 121/,°/, iger 
HCl ausgezogen. Wieder in Ather (I) gebracht. Siurefrei gewaschen. Ge- 
messen. SD. 6 cm. SP. 0,03 mm. I 624,3. 11569,1. HpN! Zuriickbleibender 





*) Einer eingehenden Untersuchung der Ursache fiir das Auftreten 
der Cu-Verbindung des HpN konnte leider noch nicht nachgegangen werden. 
In den Reagentien war Cu nicht nachweisbar. Ob fiir das Auftreten der 
Cu-Verbindung vielleicht die geringen Cu-Mengen verantwortlich gemacht 
werden kénnen, die sich stets im K6rper vorfinden, ist nicht gepriift worden. 
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Ather (Il) mit leem 25°/, iger HCl ausgezogen. Nichts in HCl. Gewaschen 
mit H,O. Ather gemessen. I 561,5. Cu-Verbindung des HpN. Stimmt 
iiberein mit frisch hergestellter Cu-Verbindung des HpN. Ather (J) in 
9 Portionen verdampft. Riickstand 1 in 98°/,iger H,SO, gelist. Gemessen. 
1 599,0. IL 554,6. HpN! Riickstand 2 zur Identifizierung benutzt. HpN! 
Ratte 23. Dv. Lingere Zeit 14,9 mg HpN tiglich intramuskuliir. 


HpN +++. 
Ratte 32. Ly. Lingere Zeit 7,4 mg HpN tiglich intramuskulir. 


HpN +++. 
Ratte 22. Dv. Liangere Zeit 7,4 mg HpN tiiglich intramuskulir. 


HpN +++. 

Blutuntersuchung. Wiahrend Nencki und Sieber sowie Neu- 
bauer iiber Blutuntersuchungen der von ihnen mit HpN subcutan 
behandelten Tiere nicht berichten, teilt Hausmann mit, daB im 
Blut hochgradig sensibilisierter Tiere (subcutan gegeben) kein HpN 
(in sensibilisationsfahiger Form) vorhanden sei. Im Gegensatz 
zu den Hausmannschen Versuchen konnte gezeigt werden, dab 
bei Ratten, die langere Zeit mit HpN intramuskulir (7,4A—22,3 mg 
tiiglich) behandelt wurden, sowohl kurz nach der Injektion als 
auch 24 Stunden spiter noch in 0,5 ccm Blut HpN deutlich 
nachgewiesen werden konnte (Versuch). Bei sehr kleiner sowie 
bei einmaliger Gabe von HpN wurden keine Blutuntersuchungen 
gemacht, doch ist auch hier wohl anzunehmen, dai HpN auf- 
treten wird. Im Anschlu8 an diese Blutuntersuchungen wurde 
eine Ratte, die kurze Zeit nach einer Injektion von 14,9 mg HpN 
(wahrscheinlich an einer Embolie) eingegangen war, seziert und 
ihre inneren Organe auf HpN gepriift. In Herz, Lunge, Leber, 
Milz, Nieren und Schenkelmuskeln zeigte sich ein erheblicher 
Gehalt an HpN. Um einen Uberblick iiber den Verteilungsgrad 
des HpN zu bekommen, wurden je 1g Niere, Lunge und Leber 
mit je 20 com 25°/, iger HCl gut verriihrt und tiber Nacht im 
Dunkeln stehen gelassen. Die Ausziige wurden filtriert und vor 
dem Vergleichsspektroskop verglichen. Das Schichtdickenverhaltnis 
betrug Le:Lu:Ni = 1:1,2:1,5. In der Leber war also relativ 
das meiste HpN vorhanden. Die Blutuntersuchung der Ratten, 
die lingere Zeit 235 mg HpN tiglich per os erhiel*en, ergab, daB 
in 0,5 ccm unter den gleichen Versuchsbedingungen nicht die 
geringste Menge HpN nachgewiesen werden konnte, wodurch 
friihere Beobachtungen eine Erhirtung erfahren. 


Ratte 22. Dy. Liangere Zeit 7,4 mg HpN tiglich intramuskulir. 10 Mi- 
nuten nach Injektion aus Schwanzspitze etwa 0,5 ccm Blut ausgepreBt. 
Nach iiblicher Methode aufgearbeitet. HpN +++. 

Ratte 22. Dv. 24 Stunden nach Injektion Blut entnommen. HpN +++. 
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Ratte 21. Dy. Léingere Zeit 256 mg HpN tiglich per os. 1 Stunde 
nach Fiitterung Blutentnahme. Aufgearbeitet wie oben. HpN —. 

Ratte 21. Dy. 24 Stunden nach Fiitterung Blut entnommen. HpN -., 

Quantitative Versuche. Da durch die qualitativen Versuche 
mit intramuskulir und per os gegebenem HpN feststand, daf 
unverindertes HpN vom Tierkérper wieder ausgeschieden wurde 
und dai es noch in sehr geringen Mengen nachweisbar war, 
schien es von besonderem Interesse, mit Hilfe quantitativer 
Methoden einerseits zu verfolgen, bis zu welchen Mengen unver- 
indertes HpN wieder ausgeschieden wiirde, andererseits die dazu 
benétigten Zeiten zu ermitteln. Hiervon durfte eine Klarung der 
einander widersprechenden Ansichten Nenckis und Siebers 
auf der einen und Neubauers auf der anderen Seite erwartet 
werden. Es zeigte sich sofort, dai das intramuskulir gegebene 
HpN auB8erordentlich schnell resorbiert und nach 24 Stunden 
schon bis zu etwa 70°/, als HpN mit den Faces wieder aus- 


geschieden wurde, daf die Ausscheidung nach 72 Stunden bis aut 


einige Zehntel mg vollstiindig war (vgl. Tabelle). Wiahrend also 
der Tierkérper bestrebt ist, die Hauptmenge des intramuskulir 
gegebenen HpN schnell, gewissermafen stobartig aus dem Organis- 
mus zu entfernen, teils sogar unter Zuhilfenahme des Uro- 
genitalsystems (vgl. oben), verliiuft die Ausscheidung des per os 
gegebenen HpN meist anders. Hier erfolgt, entsprechend der 
Aufnahme der Futtermenge und ihrem Gang durch das Ver- 
dauungssystem, die Ausscheidung der Hauptmenge wihrend des 
2. Tages (etwa 60°/,). Auch hier wird innerhalb 72 Stunden alles 
HpN unverindert nahezu quantitativ entfernt. SchlieBlich zeigte 
es sich, dab die ausgeschiedenen Mengen, sowohl bei per os als 
auch intramuskulirer Gabe proportional den gegebenen Dosen 
waren. Leider haben Nencki und Sieber keine quantitativen 
Versuche angestellt und Neubauer nur in einem Falle mit sub- 
cutan gegebenem HpN; leider war ich ebenfalls nicht in der 
Lage sie nachzuholen sowie noch solche mit intravenés_ be- 
handelten Tieren zu unternehmen, so daf eine vergleichende 
Betrachtung nicht gemacht werden konnte. Eine solche Gegen- 
iiberstellung wiirde zweifellos weitere Aufschliisse bringen. 


Methodik usw. der quantitativen Versuche. Nachdem Vorversuche 
ergeben hatten, daB die Extraktion gréBerer Mengen HpN aus den 
Rattenfiices trotz groBen Aufwandes an Hisessig und Ather un- 
volistiindig blieb, wurde folgendes einfachere und erschépfende 
Verfahren angewandt. 
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Eine Tagesmenge HpN-haltige Rattenfiices wurde in einem MoOrser 
sehr fein gepulvert. Davon wurde eine Durchschnittsprobe von 0,1 g bei 
groBem, bis 1,0 g bei kleinem HpN-Gehalt entnommen und in einem andern 
Morser mit etwa 10 ccm 12%/,°/,iger HCl solange verrieben, bis der Pistill 
nicht mehr rutschte. Das Gemisch wurde in einen 100er MeBkolben iiber- 
gefiihrt, bis zur Marke aufgefiillt, gut durchgeschiittelt und dann einige Zeit 
im Dunkeln absitzen gelassen. Sodann wurde ein Teil der Lésung durch ein 
gehirtetes Filter ganz klar filtriert und vor dem Vergleichsspektroskop 
mit einer Testlésung verglichen. Ubereinstimmung wurde angenommen, 
wenn die Absorptionsmaxima im Rot gleiche Dunkelheit aufwiesen. Die 
Testlésung wurde wie folgt hergestellt. Etwa 10—20 mg HpN-Hydrochlorid 
wurden im MoOrser mit etwa 10 cem 12?/,°/,iger HCl verrieben, bis Lésung 
eingetreten war. Die Liésung wurde in einem MeBkolben auf 100 cem auf- 
gefillt, gut durchgeschiittelt und im Dunkeln aufbewahrt. Sie wurde 
éfters neu angesetzt. 

Die Fehlergrenze richtet sich nach der Empfindlichkeit des Auges: 
sie kann meines Erachtens im allgemeinen mit + 10°/, angenommen werden, 
doch gelang es mir bei lingerem Arbeiten, sie auf 3—5°/, herunter- 
zudriicken. In Testversuchen wurden von 35,7 mg zu norm. Fiices hinzu- 
gegebenen HpN 34,0—35,5 mg HpN wiedergefunden. 

Als Beispiel einer quantitativen Untersuchung sei der Versuch mit 
»Ratte 55“ 33,5 mg K-HpN Ly. wiedergegeben. 

8. 2. 1933. Gesamtmenge der Fiices M = 0,4327 g. Eingewogene 
Menge E = 0,1012 g. Anzahl der in 100 cem 12'/,°/,iger HCl gelésten Milli- 
gramm HpN H = 14,92 mg. Schichtdicke der Versuchslésung Sv = 3,0 cm. 
Schichtdicke der Vergleichslésung Sg = 0,9 cm. Vergleichslésung = 1 ccm 
Testlisung T = 1 + Anzahl der zugefiigten Kubikzentimeter 121/,°/,iger 
HCl Z = O. Die Vergleichslésung wird in der Menge hergestellt, die durch 


die GréBe der AbsorptionsgefiBe bedingt ist. 
Die gesuchte Menge HpN in Milligramm wird nach der Formel 


H-Sg-M sa 
Sv-(+Z-k © 





erhalten. 
14,92 + 0,9 - 0,4827 
3,0 - (1 + 0) - 0,1012 


9,233. M = 0,6606 g. Sv = 4,0 cm. 
E = 0,1028 g. Sg = 1,65 cm. 
Vergleichslésung = 1 cem Testlésung + 5,5 cem HCl. 
HpN = 6,1 mg. 


= 19,2 mg. 





HpN = 


10, 2.33. M = 0,8044 g. Sv = 6 em. 
E = 0,1052 g. Sg = 0,9 em. | 
Vergleichslésung = 1 cem Testlésung + 6,5 cem HCl. 
HpN = 2,2 mg. 
11. 2.33. M = 0,7487 g. Sv = 6 cm. 
E = 0,2483 g. Sg = 1 cm. 
Vergleichslésung = 1 cem Testlisung + 9 cem HCl. 
| HpN = 0,8 mg. 


Gesamtmenge HpN = 19,2 + 6,1 + 2,2 + 0,8 = 28,3 mg 
soll = 29,7 mg. 
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Tabelle der quantitativen Versuche. 










































































Die Auswertung der Versuche erfolgte schon im Laufe der 


Abhandlung. 


nahe. 


Die Versuche selbst zeigen, daB bei Anwendung 
der oben beschriebenen Methode brauchbare Werte erhalten werden. 
Die wiedergefundenen HpN-Mengen kommen den sowohl per os 
als auch intramuskulir gegebenen HpN-Mengen auSerordentlich 


Es kann nicht verlangt werden, daB auch innerhalb der 


einzelnen Sammelabschnitte eine so weitgehende Ubereinstimmung 
wie beim Gesamtergebnis herrscht. 
duell verschiedene Ausscheidungsfaihigkeit der einzelnen Tiere eine 


Rolle spielen. 


Hier dirfte wohl die indivi- 


Vielleicht wiirde eine Untersuchung des HpN- 
Gehaltes der Fiices bei stiindlicher statt tiglicher Sammlung 
noch nihere Aufschliisse bringen. Diese Untersuchung war noch 
nicht méglich. 


Die Kurven, die den Werten der Untersuchung mit intramuskulir ge- 


gebenen HpN entsprechen, verdienen wegen ihrer einheitlichen Lage erwiihnt 
zu werden.**) 


Bei den Kurven, die der Untersuchung mit per os gegebenem HpN 
intramuskuliirer 


entstammen, 


durch die Art der Zugabe des HpN 
such 3 und 7 wurde das HpN mit der ganzen Menge der Tagesration 
vermischt, bei Versuch 9 und 10 diente nur ein kleiner Teil als HpN-Triiger. 
Es kam bei den letzteren weniger auf die Feststellung der tiglichen Aus- 
scheidungsmengen als auf die Frage nach dem Verbleib des HpN an. 





treten Schwankungen auf, 
Gabe des HpN nicht beobachtet werden. 


wie 


sie bei 


zum Futter erklirt. 


*) Fir die Durchfiihrung dieser quant. Messungen danke ich Herrn cand. 
Wilke. 
Auf ihre Wiedergabe wird aus Sparsamkeit verzichtet. 


chem. H. 


ed | 


Sie werden aber zwanglos 
Bei Ver- 


4 












BERET = 4. “Sa Eo . | 
Tier | R.43 | R.55 | R.25 | R.63 | R.52 | R.53 [R25 W[R.63W| R. 40 | Rokk 
intram. |intram.| per os |intram.|intram.|intram.| per os |intram.| per os ped e| 
Menge 33,5 mg| 33,5 mg] 40,2 mg] 24,1 mg] 24,1 mg] 40,2 mg] 40,2 mg] 20,1 mg] 40,2 mg 20,1m : 
K-HpN 
Licht| dkl. | hell | dkl. | dkl. | hell | hell | dkl, | dkl | hell | bal 
Tag I] 21,3 | 19,2 9,2 | 18,1 | 13,2 | 29,5 8,6 9,3 | 25,7 | 107 
» ll] 8,0 6,1 | 22,8 2,6 4,4 4,0 | 21,8 6,4 84 | 4) 
II] 3,5 2,2 1,1 0,4 1,9 0,6 5,7 1,0 12 | 2 
39 IV — 0,8 prow __ eit = 1,0 — — — 
Ges.- 32,8 | 28,3 | 33,1 | 21,1 | 19,5 | 34,1 | 36,6 | 16,7 | 35,3 
Menge 
Soll | 29,7 | 29,7 | 35,7 | 21,4 | 21,4 | 35,7 | 35,7 | 17,8 | 35,7 [ito 
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Durchschnittskurven beider Arten der HpN-Gabe zeigen deutlich den 


4 Unterschied in der Art der HpN-Gabe. 


Quantitative Harnuntersuchungen. (Intramuskulir behandelte 


' Tiere). Durch die quantitativen Untersuchungen der Fiices von 
 Tieren, die HpN intramuskulir erhielten, war sichergestellt, dab 


das HpN nahezu quantitativ mit den Faces wieder ausgeschieden 


_ wurde. Man konnte also nicht erwarten, im Harn nennenswerte 
. Mengen HpN vorzutinden, selbst dann nicht, wenn der Tierkérper 
das Urogenitalsystem zur Entfernung des HpN in Anspruch ge- 
‘fF nommen hitte, wie dies ja bei einer gréSeren oder wiederholten 
- (Uberschiittung des Kérpers mit HpN nach friiheren Beobach- 


tungen der Fall ist. In der Tat zeigte sich bei der Aufarbeitung 
der tiglichen Harne von R. 43 und R. 55 unter gleichen Be- 
dingungen das HpN-Spektrum so undeutlich, daB auf einen Ver- 
gleich mit einer Testlésung verzichtet wurde. Bemerkenswert 
war das Auftreten der Cu-Verbindung des HpN und eines in 
HCl, Ather und Amylalkohol rot léslichen Stoffes, der aber kein 
Porphyrinspektrum zeigte. Diesen Beobachtungen konnte noch 
nicht nachgegangen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden an fleischfrei ernihrten Ratten Versuche mit 
per os und intramuskulir gegebenem Hiamatoporphyrin-Nencki 
(HpN) angestellt. 

2. Hierbei wurden selbst in den iiber liingere Zeit aus- 
gedehnten Versuchen verhiltnismaBig hohe Gaben vertragen. 

3. Bei regelmiBiger Gabe kleiner und mittlerer Mengen 
HpN intramuskulir erfolgt eine Zunahme, bei groBen Mengen 
eine Abnahme, bei per os-Gabe stets eine Zunahme des Korper- 
gewichtes. 

4. Die photodynamische Wirkung des per os gegebenen 
HpN tritt gegeniiber der des intramuskuliir gegebenen HpN gar 
nicht in Erscheinung. 

5. In den Faces fleischfrei ernihrter Ratten wjrd Haima- 
terinsiure festgestellt. ” 

6. Noch nach sehr geringen Gaben wird sowohl per os als 
auch intramuskulir gegebenes HpN in den Fiices nachgewiesen. 
Kine Umwandlung von per os gegebenem HpN in Himaterinsiure 
konnte nicht festgestellt werden. Bei intramuskulirer Zufuhr 
lieB sich die Méglichkeit einer solchen Umwandlung nicht mit 
Sicherheit ausschlieBen. 
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7. Im Harn fleischfrei ernihrter Ratten wird Kopropor. 
phyrin gefunden. 

8. Wiahrend bei peroraler Gabe keine Spur HpN im Harn ge. 
funden wird, enthalt der Harn bei intramuskularer Gabe deutliche 
Mengen von unverindertem HpN. 

9. Im Blut der peroral behandelten Ratten ist im Gegensaty 
zu den intramuskular behandelten Ratten unter gleichen Bedin- 
gungen kein HpN wahrzunehmen. 

10. Die Ausscheidungsweise des intramuskular gegebenen Hp\ 
ist grundverschieden von der des per os gegebenen HpN. In beiden 
Fallen ist die Ausscheidung nahezu quantitativ. 


Herrn Professor Dr. Schumm und Herrn Dr. Hihnerfel( 
danke ich fiir ihr warmes Interesse und die stete Férderung der 
Untersuchung. 
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Uber die Einwirkung von Oxydations- und Reduktionsmitteln 
auf Papain. II. 


Die Aktivitatsbeeinflussung 
durch Licht, Organoarsenverbindungen und Ascorbinsaure. 


Von 
Theodor Bersin. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Marburg a. d. L.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1933.) 


In der ersten Mitteilung?) ist u. a. die Aktivierung von akti- 
vatorfreiem oxydiertem Papain durch Succinat + Dehydrase 
beschrieben worden. Fast gleichzeitig haben Maschmann und 
Helmert?) gezeigt, daB die Aktivierung von GSH-freiem Papain 
und Kathepsin durch Blausiure auf einer Aufspaltung der im 
Enzym—KiweiBkomplex enthaltenen SS-Gruppen in SH-Gruppen 
beruht.3) Das ist azweifellos richtig, denn auch unsere Versuche 
zur enzymatischen Aktivierung des Papains wurden unter diesem 
Gesichtspunkt ausgefiihrt. Hydrierungen von Disulfiden zu Thiol- 
verbindungen durch Vermittlung von Dehydrasen sind schon von 
Minoru Tsukano‘), Mann‘) und Sen®) beschrieben worden. 

Die Erklarung der Aktivierung durch Sulfit (vgl. Mitt. 1) 
bietet auch keine Schwierigkeit, da eine Reduktion von Disulfiden 
durch SO,” ebenfalls bekannt ist.’) Eigene Versuche ergaben, 
daB in der Tat zB. Dithiodiglykolsiureanilid durch Sulfit 
zu Thioglykolsiureanilid reduziert werden kann. Die Reaktion 
scheint aber nicht allgemein anwendbar zu sein, da eine Reduk- 
tion von Dibenzyldisulfid in wiBrig-alkoholischer Lésung miflang. 

Was schlieBlich die Aktivierung von Papain durch Schwefel- 
wasserstoff oder Thiolverbindungen wie Cystein ode? Gluta- 





; Diese Z. 220, 209 (1933). 2) Diese Z. 219, 99; 220, 199 (1933). 
*) Vgl. dazu auch Pulewka u. Winzer, Chem. Z 1929, I, 2037. 
*) Chem. Z. 1932, II, 2474. 5) Chem. Z. 1932, II, 2980. 


®) Chem. Z. 1983, II, 556. 
?) Folin und Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 51, 427 (1922); 88, 103 


(1929); Andrews, Chem. Z. 1926, II, 2781. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXII. 


13 


178 Theodor Bersin, 


thion GSH anbelangt, so handelt es sich wiederum um Reduk.- 
tionsvorginge. Denn da man Disulfide durch Schwefe]- 
wasserstoff zu Mercaptanen aufspalten kann, haben schon yoy 
bald 50 Jahren Otto und Réssing?) gezeigt. Lecher?) hat zway 
nur einen Fall von Reduktion eines Disulfids durch ein Mer- 
captid nach: 
RSSR + 2R’SK —> 2KRSK + R’SSR’ 

beschrieben, meint aber wohl ganz richtig, daB diese Reaktion 
stets dann eintreten wird, wenn R’SH leichter oxydabel ist 
als RSH. 

Die Arbeitshypothese von der Mercaptannatur des aktiven 
Papains (dieses wird im folgenden der Kiirze wegen als PaSH 
im Gegensatz zum oxydierten aktivierbaren Enzym PaSSPa_ be- 
zeichnet, ohne daB damit vorliiutig etwas dariiber ausgesagt 
werden soll, ob die SH-Gruppe an der Spaltung der Eiweib- 
bindungen beteiligt ist oder nicht) erwies sich als sehr fruchtbar. 

Kiirzlich ist von Szendr6é*) die Entstehung von Cystein 
aus Cystin durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht be- 
schrieben worden. Der Versuch wurde an der Dithiodilacty]- 
siure im Wasserstofistrom mit positivem Erfolg wiederholt, und 
bestatigte somit die Vermutung, daf Disulfide in wiibriger Lisung 
durch anaerobe Bestrahlung mit UV-Licht in Mercaptane iiber- 
gehen kiénnen. Nun war es natiirlich selbstverstindlich, dab es 
gelingen mubte, auch PaSSPa durch Licht in PaSH iiberzufiihren. 
In der Tat wurde eine Lisung von PaSSPa in m/5-Dinatriun- 
citrat unter Wasserstoff durch 10 Minuten langes Bestrahlen mit 
der Quarzlampe in PaSH iibergefiihrt, was sich deutlich an der 
Aktivitiitssteigerung zu erkennen gab. Bestrahlung von liingerer 
Dauer fiihrte zu einer Schidigung des Enzyms*), was weiter nicht 
verwunderlich erscheint, da die Einwirkung von Licht auf Di- 
sulfide schlieBlich zur Abspaltung des Schwefels als H,S fiihren 
kann.*) 

In diesem Zusammenhang verdient eine wichtige Beobachtung 
von Schamberg und Brown‘) erwihnt zu werden, wonach der 


1) Ber. chem. Ges. 19, 3129 (1886); vgl. auch Schéberl, Liebigs Ann. {| 
507, 111 (1938). 

*) Ber. chem. 53, 591 (1920). *) Diese Z. 217, 33 (1933). 

‘) Ahnliche Erscheinungen haben N arajanasmurti u. Ramaswami, 
Chem. Z. 1981, II, 863 an Tyrosinase und Cappelli, Chem. Z. 1927, [, 
903 an Peroxydase beobachtet. 

*) Chem. Z. 1926, I, 3478. Vgl. auch Keeser, Chem. Z. 1933, II, 1893. 
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reagenzglas unter H, mit dem unfiltrierten Licht einer Analysen- | Snajtungs- 

resale (Abstand = 26cm) bei Kiihlung mit Eiswasser 7 a 

bestrahlt; dann 30 cem 6,6°/, ige Gelatinelésung zugesetzt und — 
mit Wasser auf 50 cem aufgefiillt. Temp. 40° 

ee ee 0,09 

0 I sk as kw we 0,30 

60 Minuten bestrahlt (deutliche H,S-Bildung) ..... . 0,20 





proteolytische Index der Haut und des Blutes nach Ultraviolett- 
bestrahlung ansteigt. Die sogenannte ,,Mobilisierung der natiir- 
lichen Abwehrkrifte* des Organismus durch Bestrahlung wiirde, 
bei der nahen Verwandtschaft von Papain und Kathepsin (der 
tierischen Protease der LI. Gruppe), ihre sinnfillige Erkliirung 
in der Umwandlung des inaktiven Proenzyms (Disulfid) in das 
aktive Enzym (Mercaptan) finden. Mdéglicherweise findet auch die 
Lichtempfindlichkeit gewisser Siiugetiere bei bestimmter Ernihrung 
hierin ihre Erklirung. — 

Seit der Zeit P. Ehrlichs kommt der Streit der Meinungen 
iiber den Wirkungsmechanismus der As-haltigen Chemotherapeutika 
nicht zur Ruhe. Hatte Ehrlich Recht, als er uns mit chemischen 
Kugeln nach den Trypanosomen und Spirochiiten zielen lehren 
wollte und damit den direkten Angriff der Arsenverbindungen am 
Bakterienleib postulierte oder dienen die Chemotherapeutika nur 
als Stimulans fiir die Auslésung unbekannter Abwehrkrifte des 
Wirtsorganismus? Mir erschien es wahrscheinlich, dab der Lésung 
des Problems niher zu kommen ist, wenn man den EinfluB der 
Chemotherapeutika auf die heute in ihren optimalen Funktions- 
bedingungen — Temperatur, p,, usw. — festgelegten Enzyme 
untersucht. 

Denn es ist doch wohl keine Frage, daB eine Aktivierung 
oder Inaktivierung dieser empfindlichen organischen Katalysatoren 
fiir kiirzere oder lingere Zeit einen wesentlichen Einflub auf den 
Stoffwechsel der Zellen ausiiben mu8. Wenn man allerdings be- 
denkt, daB nicht nur die Artvariabilitit der Mikroorganismen, 
sondern auch ihre Virulenz letzten Endes wahrscheinlich auf der 
verschiedenen Produktionskapazitit von Endo- und Ektoenzymen 
beruht, andererseits aber auch die Zellen der Organe hoherer 
Lebewesen (also z. B. des Wirtsorganismus) durch Differenzierung 
die Fihigkeit zur Erzeugung bestimmter Enzyme in Abhingigkeit 
von Hormon- und Vitamineinwirkungen sowie ‘iiuBeren physikalischen 
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Bedingungen erworben haben, erscheint einem das Eingreifen jp 
diese Systeme von miteinander und gegeneinander arbeitendey 
Knzymfabriken als ein wenig aussichtsreiches Unterfangen! Immer. 
hin zeigt die Existenz gewisser Enzyme, deren Aktivitiét durch 
Organoarsenverbindungen beeinfluBbar ist, daB sich doch vielleicht 
nach systematischer Untersuchung fiir einige Fermente eine Art 
Schliisselstellung finden laBt. 

Unter diesem Gesichtspunkt wurde zuniichst die Phos. 
phatase untersucht. Nach den Angaben von Waldschmidt. 
Leitz’) soll die Aktivitiit der Phosphatase durch Glutathion 
beeinfluBbar sein. Eingehende Versuche (mit Késter) konnten 
diese Beobachtungen nicht bestitigen. Inzwischen ist Lohmann? 
zum gleichen Ergebnis gekommen, so daB auf eine W iedergabe 
unserer Versuche zwecks Raumersparnis verzichtet werden kann, 
Wir fanden, daB die Phosphatase auch nicht durch Arsin- 
siuren oder Arsinoxyde beeinfluBt wird, was uns nach den 
Angaben von Waldschmitz-Leitz zuniichst méglich erschien. 

Wohl aber gelang es am Papain, diesem durch Reduktions- 
mittel aktivierbaren Enzym einen Effekt zu erzielen: einerseits lief 
sich das inaktive PaSSPa (vgl. Mitt. I) durch p-Aminophenylarsin- 
oxyd aktivieren, andererseits konnte GSH-freies PaSH (Dar- 
stellung im Versuchsteil) durch p-Aminophenylarsinsiiure schwach, 
durch p-Acetylaminophenylarsinsiure sehr stark geschidigt 
werden. Kin Zusatz von GSH hebt die Wirkung der p-Acetyl- 
aminophenylarsinsiure vollstiindig auf. 




















| Spaltungeindes 

Pe@ePe ohne Zussizs. ........ were 0,09 
+ 0,001 Mol/Liter H,N-C,H,AsO .. . ... 1... ~~. | 0,37 
Oe ee 0,94 
+ 0,001 Mol/Liter H,N-C,H,AsO ........... 0,66 
+ 0,001 Mol/Liter H,N-C,H,AsO,H,. ......... 0,51 
+ 0,001 Mol, Liter CH, -CO-NH- G, co AsO. ri bate cap: ti te 0,02 
+ 0,001 Mol/Liter CH, ‘CONH. C, H, AsO ie 

0, 008 Mol/Liter GSH iit a 2,19 
+ 0,008 Mol/Liter ee og kes ck ah 2,17 


Wie ist diese Wirkung der Arseny erbindungen zu erkliren: 

Cohen, King und Biraawew ays*) haben gezeigt, dal 
einerseits Arsinoxyde mit Disulfiden unter Bildung von Mer- 
captan und Arsinsaure reagieren: 





1) teas Z. 214, 75 (1933). *) Biochem. Z. 226, 157 (1933). 
*) Soc. 1931, 3043. 
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R-AsO + R’SSR’ + 2H,O — > R-AsO,H, + 2HSR’. 
Die Reaktion ist abhiingig von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration (Optimum bei p, > 7) und vermutlich auch von der Natur 


der Radikale R und R’. 
Arsenoverbindungen und Disulfide bilden Dithio- 


(1) 


arsinite: 
(2) R-As = As-R + 2R/SSR’ —> 2R-As(SR),. 

Andererseits konnten dieselben Verfasser zeigen, daf in der 
Nihe des Neutralpunktes aus Arsinsiiuren und Thiolverbin- 
dungen Dithioarsinit und Jisulfid, wahrscheinlich nach 
folgender Gleichung gebildet werden: 

3) R- AsO(OH), + 4HSR’ —»> R-As(SR’), —» R-As(SR), + R’SSR’. 

Diese Umsetzung, die schon P. Ehrlich!) vorausgesehen 
hat, besitzt ihre formale Analogie in der von uns kiirzlich?) auf- 
gefundenen Reaktion der selenigen bzw. tellurigen Siure mit 
Mercaptanen, wobei gleichfalls Disulfid neben Dithioselenid 
baw. -tellurid entsteht: 

SeO(OH), + 4HSR —> Se(SR), —> Se(SR), + RSSR, 
TeOQ(OH), +4HSR —»> Te(SR), ——> Te(SR), + RSSR. 

Cohen, King und Strangeways ziehen aus ihren Ver- 
suchen den SchluB, daB die im Organismus aus allen Arsenver- 
bindungen gebildeten Thioarsinite RAs(SR’),, durch Hydrolyse 
oder eine andere Reaktion fortlaufend kleine Mengen der toxischen 
Arsinoxyde’) liefern, die sich wahrscheinlich mit Thiolgruppen 
der T'rypanosomenzellen umsetzen. Dadurch soll ein Glied in der 
Kette der Stoffwechselprozesse der Bakterien geschidigt werden, 
so dab letztere zugrunde gehen. 

Vorher hatten schon Gough und King‘) auf die Bedeutung 
der léslichkeitserh6henden Gruppen in den Arsenverbindungen 
hingewiesen, die durch Begiinstigung der Ausscheidung den thera- 
peutischen Index herabsetzen. Die Bildung der Arylthioarsinite 
kann im Organismus aufer mit Glutathion GSH natiirlich auch 
mit allen Proteinen erfolgen, die SH-Gruppen enthalten und so- 
mit zu einer Art Speicherung der Arsenverbindung fihren. 
SchlieBlich wurde auf die Rolle der Substituenten im-Benzol- 
kern der Arylarsinsiiuren, auf den Grad und die Geschwindigkeit 
der Reduktion nach (3), sowie der Hydrolyse nach 

’ Ber. heen. Ges. 42, 42 (1909). 


*) Th. Bersin u. W. teenaaneecalh Liebigs Ann. 505, 1 (1933). 
*) Soe. 1930, 673. Vgl. die Diskussion King-Barber, J. Soc. Chem. 


Ind. 49, 786, 802 (1930). 
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(4) RAs(SR’), + 2H,O = RAs(OH), + 2R’SH 
aufmerksam gemacht. 

Eine Reaktion, die bei katalasefreien, durch O,-Dehydrierung 
Hydroperoxyd bildenden Bakterien eine Rolle spielen kann, muf 
noch erwaihnt werden. Es handelt sich um die Oxydation der 
Thioarsinite durch H,O, (a. a. 0.) zu Arsinsiure und Disulfid: 
(5) RAs(SR’), + 2H,O, ——-> RAsO,H, + R’SSR’ + H,O. 

Beriicksichtigt man diese grundlegenden Ergebnisse der eng. 
lischen Forscher iiber die Umsetzung der Arsenverbindungen mit 
Mercaptanen und Disulfiden bei der Deutung der Aktivierung 
von PaSSPa durch RAsO und der Inaktivierung von PaSH 
durch RAsO,H,, so ergibt sich folgendes Bild. 

In Analogie zur Gleichung (1) wird durch das Arsinoxyd aus 
dem inaktiven PaSSPa das aktive PaSH gebildet: 

PaSSPa + RAsO + 2H,O ——-> RAsO,H, + 2HSPa. 


DaB die Aktivierung nicht bedeutend ist, liegt wohl an dem 
fiir die obige Reaktion ungiinstigen p,, von 5, bei dem der Ver- 
such ausgefiihrt wurde: das Gleichgewicht wird nur wenig nach 
rechts verschoben. Das folgt auch daraus, daB umgekehrt die 
dem Arsinoxyd entsprechende Arsinsiiure (vgl. die Tabelle, S. 180) 
PaSH zum Teil zu inaktivieren vermag. Der verschiedene An- 
reicherungsgrad der Enzympriiparate liBt eine zahlenmibige Uher- 
elnstimmung nicht erwarten. 

Sehr auffillig ist die grofe Toxizitit der p-Acetylamino- 
arsinsdure (des Arsacetins) gegeniiber PaSH im Vergleich zur 
nichtacetylierten Arsinsiiure, dem Atoxyl. Méglicherweise wird 
durch die Acetylierung die Umsetzung nach 

4PaSH + RAsO,H, > RAs(SPa), + PaSSPa 
sehr weit nach rechts gedriingt. Es kann aber auch sein, dal 
die Hydrolyse nach 
RAs(SPa), + 2H,O = RAs(OH), + 2PaSH 
erschwert ist. In beiden Fillen wiren die fiir die Aktivitat des 
Papains unerliBlichen freien Thiolgruppen blockiert. 

Unter der Voraussetzung einer iihnlichen Konstitution der 
prosthetischen Gruppen von Papain und Kathepsin®), der ubi- 
quitir vorkommenden Zellproteinase der III. Gruppe, kann man 
sich fiir den Wirkungsmechanismus der organischen Arsenve!- 
bindungen im infizierten Organismus folgende Vorstellung machen, 
die natiirlich nur vorbehaltlich weiterer Versuche angefihrt sei. 








) Maschmann u. Helmert, Diese Z. 219, 99 (1933). 
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Kine Arsenoverbindung oder Arsinsiiure mit giinstigem thera- 
peutischen Index wird im Wirtsorganismus (2. T. in Depots) in 
der Hauptsache als Dithioarsinit, nur wenig Arsinsiure und 
kaum Arsinoxyd vorliegen. W irksam werden aber nur die bei- 
den letzteren sein. In Citiindimnne mit den modernen An- 
sichten wird man eine ,Steigerung der Abwehrkrifte* oder eine 
.erhéhte Baktericidie* des Wirtsorganismus unter anderem in 
einer Aktivierung der katheptischen Enzyme des letzteren 
zu sehen haben. Diese werden die durch die Bakterien erzeugten 
toxischen Kérper in gesteigertem Mae abbauen. Trotzdem wird 
man aber auch eine Einwirkung der Arsenverbindung auf das 
Fermentsystem der Bakterien, giinstige Permeabilitiitsbedingungen 
vorausgesetzt, anzunehmen haben. Jedenfalls ist es nun klar, 
warum das Ma der Reduzierbarkeit der Arsinsiiure allein keinen 
Mafstab fiir den therapeutischen Index abgeben kann.!) Die im 
erkrankten Organismus vorhandene bzw. von ihm lieferbare Menge 
an Thiolverbindungen*) wird zweifellos ebenfalls den therapeu- 
tischen Index der dargereichten Arsenverbindung beeinflussen. 

Die Authebung der vergiftenden Wirkung des Arsacetins 
durch GSH infolge bevorzugter Bildung des Thioarsinits CH,CONH. 
C,H, As(SG), (vgl. S. 180) deckt sich mit den Beobachtungen von 
Reiner und Leonard?) iiber die Hemmung der virulenzerniedri- 
genden Wirkung von Arsinsiuren durch Thiolverbindungen. — 

Schlieblich wurde in Bestitigung der Angaben von Karrer 
und Zehender4) gefunden, daB Ascorbinsiure, Schmelzp. 192°), 
nicht imstande ist, oxydiertes Papain PaSSPa zu aktivieren. 
Das erscheint plausibel, da die Ascorbinsiure ahnlich wie das 
Brenzcatechin Disulfide nicht zu Mercaptanen reduziert. Es ge- 
lang zum Beispiel nicht, Dithiodilactylsiure oder Dithiodi- 
glykolsiureanilid durch Vitamin C in saurer, neutraler oder 
alkalischer Lésung reduktiv aufzuspalten. Die Ascorbinsiiure 
verbindet eben nicht ihr hohes Reduktionspotential, welches sogar 
dasjenige von GSH ibertrifft®), mit der fiir das Zustandekommen 
des Prozesses erforderlichen Aktivierungsenergie. — An dieser 

') Vel. z. B. P.M. Baranger, Bull. Soc. chim. (4) 51, 203 (1932). 

*) Maschmann u. Helmert, Diese Z. 216, 141 (1933). 

*) Chem. Z. 1938, II, 738, 2558. 

*) Helvet. chim. Acta 16, 701 (1933). 

") Herrn Prof. v. Szent-Gydérgyi sei auch an dieser Stelle fiir die 


U berlassung einer Probe des kostbaren Priiparats gedankt. 
*) v. Szent-Gydrgyi, Diese Z. 217, 51 (1933). 
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Stelle sei bemerkt, daB alkalische Lisungen der Ascorbinsiiure 
keine Reduktion von Selenit oder Tellurit zu Selen bzw. Telluy 
bewirken. Die Gmelinsche Reaktion, wie die Reduktion yon 
Tellur- und Selenverbindungen durch lebende Zellen nach ihrem 


Entdecker benannt werden mag (vgl. Bersin und Logemann, 
a. a. O.), bleibt also den Thiolverbindungen allein vorbehalten, 
Die Versuche werden fortgesetzt. 


Herrn Prof. Dr. A. Thiel danke ich ergebenst fiir wertvolle 
Unterstiitzung. Ebenso bin ich der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft fiir die Uberlassung eines elektrisch 
betriebenen Kiihlschrankes zu Dank verpflichtet. 


Versuche. 


Reduktion von Dithiodiglykolsdureanilid durch alkalische Sul. 
fitlosung. 3,29 ¢ (1 Mol) C,H,NHCOCH,SSCH,CONHC,H, vom Schmelz- 
punkt 162° (dargestellt nach Beckurts und Frerichs’) wurden mit einer 
Lésung von 5g Na,SO, + 7H,O (2 Mol) in 50 cem Wasser, der 10 cem 
2n-Natronlauge zugesetzt worden waren, bis zur Auflésung des Disulfids 
vorsichtig unter Umschiitteln erwirmt. Dann wurde mit 20 cem 2n-Salz- 
siiure gefiillt, filtriert, mit Wasser gewaschen und auf Ton getrocknet. Ausbeute 
2,5 g (76°/,). Nach 3 maligem Umkrystallisieren aus Alkohol zeigte das ent- 
standene Thiolglykolsiureanilid, C,H,NHCOCH,SH, den richtigen Schmelz- 
punkt von 110°, gab eine intensive Rotfirbung mit Nitroprussidnatrium in 
ammoniakalischer Lésung und lieferte die charakteristische Fillung mit 
Co(III)-Salzen.*) 


Aktivitat und Jodbindungsvermégen von Papayotinum (Merck. 
Nachdem in der I. Mitteilung (a. a. O.) an Hand eines durch Alkoholfillung 
aus Handelspapain erhaltenen Priparates die Abhingigkeit der Aktivitiit 
von der Gegenwart locker gebundener H- Atome (Thiolgruppen) nachgewiesen 
worden war, konnte eine Parallelitit zwischen dem fiir Mercaptane charakte- 
ristischen Jodbindungsvermégen und der Aktivitit erwartet werden. Das 
Papayotinum (Merck), welches in verschiedenen Aktivititsgraden in den 
Handel kommt, wird, nach einer freundlichen Auskunft der Firma, durch 
Verdiinnen ihres aktivsten Priparates 1:350 mit einem inaktiven Ver- 
diinnungsmittel auf die gewiinschte Aktivitit gebracht. 

Es wurden gewogene Mengen des Papayotinums 1: 350 (Merck) mit 
dem ermittelten Spaltungsindex 1,30 und eines unserer alkoholgefillten 
aktivatorfreien Priparate mit dem Spaltungsindex 0,36 durch Anfeuchten 
und vorsichtiges Verreiben in 10 cem Wasser gelést. Nach 8 stiindigem 
Stehen im Eisschrank wurde durch trockne Filter in trockne Erlenmeyer 
filtriert. Je 5 cem des Filtrates wurden dann nach Zusatz frisch bereiteter 


1) J. prakt. Chem. [2] 66, 174 (1902). 
*) Bersin, Z. analyt. Chem. 85, 28 (1951). 
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Stirkelésung mit einer n/50-Jodlésung titriert. Der Umschlag ist zum Schlu8 
ziehend; es wurde so lange Jodlésung zugesetzt, bis die Blaufirbung 
1 Minute bestehen blieb. 








_Papayotinom I: 350 _Eigenes Priparat — 
p-Substanz ait leita ssa aelee a 0, 3720 0, 5000 
erbr.cem n50-J ..... 2,64 0,95 
Ber. auf 1g Substanz ... 7.10 1.90 
Spaltungsindex ....... 1,30 0,36 


In der Tat entspricht das Verhiiltnis des Jodbindungsvermégens beider 
Priiparate, 7,1:1,90 = 3,7 dem Verhiltnis ihrer durch den Spaltungsindex 
ausgedriickten Aktivititen 1,30:0,36 = 3,7. 

Weitere Versuche sollen zeigen, ob die jodometrische Titration des 
Papains zu einer objektiven Aktivititsbestimmung des gereinigten Enzyms 
ausgebaut werden kann. 

Darstellung eines angereicherten aktivatorfreien Enzymprapa- 
rates aus Papayotinum (Merck). Aus begreiflichen Griinden ist iiber 
das Darstellungsverfahren und die Zusammensetzung des Merckschen 
Priparates nichts bekannt. Auf Grund folgender Uberlegungen wurde ver- 
sucht, trotzdem, ausgehend von dieser Enzymzubereitung, zu einem aktivator- 
freien Papain zu gelangen. 

Sollten in dem Priparat wasserlésliche Aktivatoren vom Mercaptan- 
typus enthalten sein, so muBten sie sich erstens durch vorsichtige Oxydation 
in inaktive Disulfide verwandeln lassen. Zweitens kénnte auf Grund der 
Schwerléslichkeit in Alkohol (vgl. Mitteilung I, a. a. O.) durch Fillung mit 
C,H,OH aus dieser Lésung ein vielleicht oxydiertes, aber durch GSH und 
andere geeignete Reduktionsmittel aktivierbares Enzym gewonnen werden. 
SchlieBlich bestand die Méglichkeit, durch fraktionierte Fillung ballastartige 
Eiweisstoffe zu entfernen. 

Nach einigen Vorversuchen wurden 50 g Papayotinum 1:350 (Merck) 
- dem Spaltungsindex 1,30 durch vorsichtiges Verreiben im Laufe einer 

, Stunde in 200 ccm Wasser gelést. Diese Lésung wurde dann im elek- 
tiieihs betriebenen Eisschrank bei + 2° durch mehrere Faltenfilter klar 
filtriert (Dauer etwa 20 Stunden). Das gelbe, ziemlich autoxydable Filtrat 
wurde nun auf sein Jodbindungsvermégen untersucht. 10 ccm verbrauchten 
13,30 cem n/50-Jodlésung. 87 cem des Filtrates wurden nun mit der zur Oxy- 
dation (2 SH —» S-S) berechneten Menge + 10°/,, also 0,7 ccm 3°/y)igen 
Hydroperoxyds versetzt und kriftig durchgeschiittelt. 

Diese oxydierte Lésung gab auf Zusatz von 200 cem eiskalten Acetons 
einen Niederschlag (A) von honigartiger Konsistenz. Die iiberstehende Lésung 
wurde abgegossen und mit 260 ccm eiskalten 95°/,igen Alkohols noch- 
mals gefillt (Niederschlag B). Das Zentrifugat von B lieferte auf weiteren 
Zusatz von Alkohol oder Aceton keinen nennenswerten Niederschlag mehr. 

Der Niederschlag A wurde im Vakuum iiber konzentrierter H,SO, und 
Natronkalk getrocknet und dann pulverisiert. Ausbeute 8,7 g. Der Spaltungs- 
index, in der in der I. Mitteilung angegebenen Weise bestimmt, betrug 0,54. 

Der abzentrifugierte Niederschlag B stellte nach dem Trocknen ein 
farbloses hygroskopisches Pulver dar. Ausbeute 0,6 g. Der Spaltungsindex 
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betrug 0,94. Durch einen Zusatz von 0,008 Mol/Liter Glutathion (yoy 
La Roche) wird der Spaltungsindex auf 2,17 erhdéht. 

Es zeigte sich also, daB in der Tat durch dieses Verfahren, dessen Einz¢l. 
heiten noch verbessert werden sollen, ein angereichertes aktivatorfreie; 
Papain gewonnen werden kann. Im Vergleich zum nicht weiter aktivier- 
baren Ausgangsmaterial zeigt dieses Priparat nach maximaler Aktivierung 
eine fast um das Doppelte gesteigerte Wirksamkeit. 

An diesem frisch dargestellten aktivatorfreien Priiparat wurde der 
Einflu8 der Arsenverbindungen untersucht. 


Reduktion von Dithiodilactylsiure durch Bestrahlung. Eine in 
einem Quarzreagenzglas befindliche wiBrige m/10-Lésung von Dithiodi- 
lactylsiure HOOC-CH(CH,)-S-S-CH(CH,)-COOH wurde im Wasserstoff- 
strom unter Kiithlung mit Eiswasser mit dem unfiltrierten Licht einer Analysen- 
quarzlampe von Heraeus in einem Abstand von 26cm bestrahlt. Von Zeit 
zu Zeit wurde 1 ccm herauspipettiert und mit einer n/50-Jodlésung aus einer 
Mikrobiirette nach Zusatz von Stirke titriert. Es zeigte sich, daB nach 
1 Stunde etwa 1°/, des Disulfids reduziert war. 


Zeit in Minuten .... 0 15 35 60 
ee. ee ee ee ee 0,06 0,13 0,20 


Die bestrahlte Lésung zeigte im Gegensatz zur unbestrahiten eine 
kriftige Nitroprussidreaktion und reduzierte salzsaure Molybdiansiurelésung 
zu Molybdinblau (vgl. Bersin und Logemann, a.a. Q.). 
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Uber Tumorarginase. IV. 


Die Bedeutung von Fermentbegleitstoffen 
fir die Wirksamkeit der Arginase im normalen und malignen Gewebe. 
Von 
G. Klein und W. Ziese. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh., 
Werk Oppau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1933.) 


Der urspriinglichen Annahme einiger Autoren”’), daB gewisse Sulf- 
hydrylverbindungen als solche Aktivatoren der Arginasewirkung sind, 
wurde durch die gleichzeitige Beobachtung von Salaskin und Solowjew 
fa. a.O. ')], von Edlbacher’) und von uns‘) der Befund gegeniibergestellt, 
da8 die SH-Verbindungen als solche Hemmungskérper der Arginase sind. 
Unsere Nachpriifungen unter verschiedenen Bedingungen, auch bei Pufferung 
ohne Phosphat und an gereinigten Priiparaten, haben dies voll bestitigt 
(Kap. I der folgenden Ausfiihrungen). 

Wir*) konnten dann zeigen, da8 die an sich richtig beobachteten 
,Aktivierungen“ des nicht gereinigten Fermentes iiber einen bis jetzt noch 
nicht genau erforschten Mechanismus zustande kommen, wobei, wie nun in 
Kap. II gezeigt wird, den Sulfhydrylverbindungen keine spezifische Bedeutung 
zukommt, da auch andere reduzierende Substanzen, beispielsweise Hydrazin- 
hydrat, dieselben Effekte bewirken. Diese Verbindung ,,aktiviert“‘, ohne daB 
etwa aus SS-Verbindungen gebildete SH-Gruppen in erforderlichem Ausmaf 
nachweisbar wiirden. 

Bei unseren Untersuchungen hat sich die Annahme von E. Wald- 
schmidt- Leitz u. Mitarb.*), daB Sulfhydrylverbindungen in Kombination 
mit Schwermetallen die notwendige Voraussetzung zum Wirksamwerden der 
Arginase sein sollen, nicht bestiitigen lassen (Kap. III). Wir haben gereinigte 
Arginaselésungen im alkalischen Milieu lange Zeit unter einem Uberdruck 
von Sauerstoff unter Zusatz von Spuren Eisensalz geschiittelt, ohne da das 
Ferment seine Wirksamkeit verloren hiitte. Dies wiire bei Zutreffen der An- 
sicht der zitierten Autoren zu erwarten gewesen, da SH-Kérper der ge- 
nannten Art mit Sauerstoff im alkalischen Milieu quantitativ in SS-Stoffe 
iibergehen. Die erwihnte Beobachtung veranlaBt uns auch, Bemerkungen 

1) §.Salaskin u. L.Solowjew, Diese Z. 200, 259 (1931); 205, 171 (1932). 

*) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner u. W. Kocholaty, 
Naturw. 19, 964 (1931). 

*) Edlbacher, Kraus u. Walter, Diese Z. 206, 65 (1932). 

*) G. Klein u. W. Ziese, Diese Z. 211, 23 (1932). 

*) Dieselben daselbst 213, 201 (1932). 

®) E. Waldschmidt-Leitz, L. Weil u. A. Purr, Diese Z. 215, 64 
(1933), 
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zu den letzten Ergebnissen Edlbachers einzuflechten.’) Die Ansicht Ed}. 
bachers, daB Arginase gegen Sauerstoff ungemein empfindlich ist, kann 
nur mit bestimmten Einschriinkungen zutreffen (vgl. Kap. IV), da wir ge. 
reinigte Arginaselésungen selbst in einem alkalischen Milieu wirksam fanden, 
das erhebliche Konzentrationen an Wasserstoffsuperoxyd enthielt. 

Alle an der Arginase erhobenen T'atsachen geben eine klare Be- 
stitigung unserer Ansicht®), daB die an dem Ferment beobachtetey 
Aktivierungseffekte durch Sulfhydrylkérper bzw. Schadigungen durch 
Sauerstoff, iiber dritte, durch Adsorption und Elution entfernbare 
Substanzen zustande kommen. Bei der ,,Aktivierung“ besteht der 
wesentliche Vorgang offenbar in einem ReduktionsprozeB, wie die 
Verwendbarkeit auch des Hydrazinhydrates zeigt. 

Die Bedeutung dieser Erkenntnis fiir den Stoffwechsel scheint 
uns darin zu liegen, daB das Problem der Aktivitaitsvermehrung 
oder -verminderung des Ferments auf das Problem der Erfassung 
der wirksamen Begleitstoffe hinausliuft. Die einfache Annahme, 
daB es sich hier um Schwermetalle®*°) handele, trifft unseres Er- 
messens bei der Arginase nicht zu. Die Griinde dafiir werden in 
den folgenden Ausfiihrungen zusammengefaBt. 

Einigkeit diirfte, auch nach den Beobachtungen von Edl- 
bacher und Waldschmidt-Leitz*), nunmehr dariiber bestehen, 
da8 fiir den Aktivititszustand der Arginase die eine Komponente das 
Reduktionspotential ist. Es ist optimal einstellbar nach unseren 
Befunden durch reduzierende Substanzen verschiedener Stoffklassen 
(SH-Stoffe, Ferroion, Hydrazinhydrat u.a.). Die zweite sehr wichtige 
Komponente ist aber das Milieu, dessen Anderung das aus dem 
Verhalten des Fermentes in gereinigtem Zustand hergeleitete Bild 
grundlegend andern kann. 

Man wird ohne weiteres verstehen kinnen, daB z. B. in einem 
Carcinom der Abbau der Kernsubstanzen als Folge der malignen 
Verinderung quantitativ und gegebenenfalls qualitativ anders sein 
mu8 als im normalen Gewebe. Daf es so ist, wurde von uns an 
dem Verhalten der Arginase aus Tumoren in vitro hinsichtlich 
der ,,Aktivierbarkeit“ erstmals gezeigt und von Edlbacher auf 


anderem Wege bestiitigt [vgl. auch 1)]. 





) §. Edlbacher, J. Kraus u. F, Leuthardt, Diese Z. 217, 89 (1933). 
>a a. 0. % 
*) E. Waldschmidt-Leitz, A. Scharikowa u. A. Schiffner, 


Diese Z. 214, 75 (1938). 
%) S. Salaskin u. L. Solowjew, Biochem Z. 250, 503 (1932). 


1) E. Waldschmidt-Leitz, E.Mc. Donald u. Mitarb., Diese Z. 219, 
115 (1933). 
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I, 


Das durch Adsorption mit Tonerde Cy aus Leberextrakt 
niedergeschlagene und aus den Niederschligen eluierte Ferment ist 
nicht nur nicht durch Sulfhydrylverbindungen aktivierbar, sondern 
durchweg durch Glutathion, Cystein und Schwefelwasserstoff stark 
hemmbar. Diese Hemmbarkeit erstreckt sich nicht nur, wie Edl- 
bacher u. Mitarb. [a. a. O. %)] an nicht gereinigten Priiparaten ge- 
funden haben, auf Reaktionslésungen mit einem p,, kleiner als 7, 
sondern auch auf bei optimalem p,, angesetzte Versuche. Wir 
finden bei p, 9,5 starke Hemmungswirkung der genannten Ver- 
bindungen sowohl auf Arginase aus Lebern von Tumortieren, als 
auch auf normale Leberarginase. 

Die Angabe von Salaskin und Solowjew (a. a. 0.1%), daB 
Sulfhydryl in Verbindung mit Eisen keine Hemmung der Arginase 
ergibt, kénnen wir bestitigen und wir haben auch bei Zugabe 
von Glutathion und Hisen zu Argininspaltungsansitzen Erhéhungen 
der Spaltungseffekte beobachtet. Es ist richtig, daB in dem System 
Sulfhydryl-Schwermetall-Arginase ein von dem System Sulfhydryl- 
Arginase vollstindig verschiedenes System vorliegt. Zur Frage 
der Spezifitit dieses sulfhydrylhaltigen Systems verweisen wir 
jedoch auf die folgenden Ausfiihrungen. 


Il. 


Wir haben die in unserer zweiten Mitteilung referierten Ver- 
suche iiber die Benutzung von Arginasepriparaten, welche durch 
Krwirmen von Lebersuspension auf 70° hergestellt worden waren, 
erweitert und gefunden, da auch im Falle der Benutzung von 
Schwefelwasserstoff oder Glutathion solche Arginaselésungen beim 
Zusammenbringen mit diesen Sulfhydrylverbindungen nicht ge- 
hemmt, sondern ,aktiviert“ werden. Hier liegt zweifellos ein 
Aktivierungseffekt vor, welcher nicht auf die Wirkung eines Systems 
Sulfhydryl-Schwermetall zuriickzufiihren ist. Das ergibt sich schon 
daraus, daB die zur maximalen Aktivierung notwendige Menge 
Sulfhydrylverbindung die zur Bindung von etwa vorhandenen 
Schwermetallen notwendige Menge fast um das 1000fache iber- 
trifit. Im Falle des Schwefelwasserstoffs kann tiberdies eine Komplex- 
verbindung wohl nicht fiir die Aktivierung verantwortlich gemacht 
werden, sondern man miiBte hier an ein kolloidal geléstes Sulfid 
denken. Es waren also bei Zugrundelegung der Ansicht von 
Waldschmidt-Leitz bei Schwefelwasserstoff einerseits, Cystein 











190 G. Klein und W. Ziese, 


und Glutathion andererseits zwei verschiedene Mechanismen dey 
Arginaseaktivierung anzunehmen. Gegen die Wirkung kolloidaler 
Sulfide im Falle der Benutzung von Schwefelwasserstoff spricht, 
ebenso wie bei Cystein und Glutathion, die groBe zur maximalen 
Aktivierung notwendige Menge Schwefelwasserstoff. Es kann aber 
weiterhin gezeigt werden, daf die hier angefiihrten Sulfhydryl- 
verbindungen nur eine unspezifische Rolle spielen, da die Akti- 
vierungsefiekte auch durch Zusatz von Hydrazinhydrat herbei- 
gefiihrt werden kénnen. Dabei ist eine Bildung von SH-Stoffen 
nicht wesentlich nachweisbar; jedenfalls wird die maximale Akti- 
vierung auch durch das Hydrazin erreicht. Wollte man dessen 
Wirkungsmechanismus auf die Bildung von SH-Ké6rpern aus 
SS-Verbindungen infolge Reduktion erkliren, so miiBten ganz 
bedeutend gréBere Mengen SH-Stoffe nachweisbar werden, da, wie 
oben gezeigt, die maximale Aktivierung erst bei z. B. 2mg Cystein 
pro Kubikzentimeter Spaltungsansatz eintritt. Die in Wirklichkeit 
maximal gebildete SH-Kérperkonzentration ist aber um mehrere 
10er Potenzen kleiner. 

Die Aktivierung tritt weiterhin auch durch Ferrosalze ein, 
und die Annahme, daB es hier zu einem Ferro-Sulfhydrylkomplex 
kommt, ist leicht dadurch zu widerlegen, daB auch solche bei 
70° behandelten Arginaselésungen durch Ferrosalze stark ,,akti- 
viert“ werden, die vorher bei alkalischer Reaktion mit Sauerstofi 
unter Uberdruck behandelt waren. Durch diese Vorbehandlung 
wurde jede Spur von SH-Verbindungen in SS-Verbindungen iiber- 
gefiihrt, und es ist bekannt, dab SS-Kérper, beispielsweise SS-Cystein, 
weder im sauren und neutralen noch im schwach alkalischen Milieu 
durch Ferrosalze unter den angewandten Bedingungen in die 
entsprechenden SH-Stoffe iibergehen kénnen. 


Il. 


Der Ansicht, daB die Kombination Schwermetall-Sulfhydryl- 
verbindung fiir das Wirksamwerden der Arginase notwendig ist, 
kénnen wir nicht beitreten. Zahlreiche Versuche, bei denen 
gereinigte Arginase aus normaler und aus carcinomatiser Leber 
in Gegenwart von Spuren Kisensalzen der EKinwirkung von Sauer- 
stoff unter erhdhtem Druck (1 atm. Uberdruck) ausgesetzt wurde, 
haben gezeigt, daB eine tiefgreifende Schidigung der Arginase 
hierdurch nicht herbeigefithrt werden kann. Aus den Versuchen 
geht hervor, daB die Gegenwart von Sulfhydrylverbindungen, die 
bei liingerer Behandlung mit Sauerstoff vollstiindig, und zwar in 
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Gegenwart von Metallsalzen schneller als ohne die Gegenwart 
solcher Salze, in Disulfidverbindungen iibergehen, keine notwendige 
Voraussetzung fiir das Wirksamwerden der Arginase sein kann. 
Dies ist auch schon deshalb sehr unwahrscheinlich, weil mehrfach 
aus organischen Lésungsmitteln umgefillte, gereinigte Arginase- 
priiparate nur unwesentlich an Aktivitit einbiiBen, wie zu erwarten 
wire, wenn organische Sulfhydrylverbindungen durch die Extraktion 
mit dem Liésungsmittel entfernt wiirden. Wir sehen daher in 
der Wirkung Sulfhydryl-Eisen weder ein spezifisches 
noch ein notwendiges Aktivatorsystem. 


IV. 


In einer kirzlich erschienenen Arbeit haben S. Edlbacher, 
J. Kraus und F. Leuthardt (a. a. 0.*) ihre Ergebnisse iiber das 
Verhalten der Arginase gegen Sauerstoff und gegen Sulfhydryl- 
verbindungen zusammengefaBt. Sie kommen zu dem SchluB, dab die 
Wirkung der Sulfhydrylverbindungen gegeniiber der ihrer Ansicht 
nach sehr sauerstoffempfindlichen Arginase darin besteht, dab dem 
Sauerstoff durch seine Bindung an die SH-Kérper der Zutritt 
zum Ferment verwehrt wird, wobei dieses vor der in vitro beob- 
achteten Schidigung bewahrt bleibt (Abfangeffekt). Die einmal 
eingetretene Schidigung soll nach den genannten Autoren in vitro 
irreversibel sein. 

Die Ausfiihrungen von Edlbacher und Mitarbeitern haben 
unseres Ermessens nur Giiltigkeit gegeniiber solchen Arginase- 
priparaten, die noch mit den von uns als wesentlich erkannten, 
durch Adsorption und Elution abtrennbaren Begleitstoffen behaftet 
sind. Wir finden auch in vitro reversible Schidigungen. Zur 
Krliuterung obiger Forderung mégen folgende 3 Schemata dis- 
kutiert werden: 

Schemal. Kreis a: sauerstoffempfindliche durch Adsorption nicht 
abtrennbare Teilkomponente der Arginase. Die Absiittigung durch Sauerstoff 
bedingt nicht eine vollstindige Inaktivierung, sondern nur 
eine Schwichung der Arginase. Die gereinigte Arginase 
wire dann unter den gewéhnlichen Darstellungsbedingungen 


das durch Sauerstoff geschidigte Ferment. 
1. Annahme: Die Sauerstoffschidigung ist irreversibel. 





Unsere ,,70°-Arginase“ diirfte dann nach Sauerstoffbehandlung arqmase 
nicht mehr aktivierbar sein. Sie wird aber unter diesen Um- 
stiinden stark aktivierbar gefunden. 

__ 2. Annahme: Die Sauerstoffschiidigung ist reversibel. Dann miiBte 
sich gereinigte Arginase gegen Sulfhydryl ebenso verhalten, wie ,,70°- 
Arginase“. Es besteht aber ein charakteristischer Gegensatz: gereinigte 


Schema 1. 
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Arignase wird im Gegensatz zu ,,70°-Arginase“ durch SH-Stoffe stark ge. 
hemmt. Das Schema ist also zu verwerfen. 


Schema 2. Es existieren zwei verschiedene 
Arginasen. Die eine ist sauerstoffempfindlich, 
die andere resistent gegen Sauersoff. Anhalts. 
punkte hierfiir wurden nicht gefunden. Da; 


Schema wird verworfen. 


Arginase Arginase I 





Schema 2. 


Schema 8. Kreisring a: sauerstoffempfindliche, durch Adsorption 
und Elution abtrennbare Teilkomponente des Arginasesystems, deren 
Vorhandensein von Milieu zu Milieu wechselt. 

Mit diesem von uns vertretenen Schema lassen sic, 
alle bisher beobachteten Tatsachen in Einklang bringen. 

Das Gesamtsystem ist sauerstoffempfindlich. Die Sehiidi- 
gung ist reversibel. (,,Aktivierung“ durch SH-Stoffe, Ferro. 
ionen, Hydrazinhydrat.) Die von (a) freie Arginase (kleiner 
Kreis) ist nicht sauerstoffempfindlich, sie wird durch SH-Stotte 
gehemmt. Die Hemmung ist nicht vorhanden bei gleichzeitige; 
Gegenwart von Ferroeisen in hinreichender Konzentration, 





Schema 38. 


Diskussion der Schemata. 


Dem Schema 1 ist die Annahme zugrunde gelegt, daf die 
Arginase als solche in ihrem ,,Molverband“ eine sauerstoffempfind- 
liche Gruppe enthilt, deren Absiittigung mit Sauerstoff zu einer 
Teilschidigung des Fermentes fiihrt. Die Teilschidigung kénnte 
reversibel oder irreversibel sein. Beide Méglichkeiten sind, wie 
das Schema klar zeigt, auszuschlieBen, daher ist das Schema zu 
verwerfen, 

Das Schema 2 liBt die Existenz zweier Arginasefermente 
zu. Die daraufhin angestellten Versuche gingen von der Beobachtung 
aus, daf die zur Maximalaktiviecrung der bei 70° gewonnenen 
Arginase erforderlichen SH-Konzentrationen sehr hoch sind. Es 
wurde gepriift, ob hier eime Beteiligung der SH’-Kérper an der 
Reaktion vorliegt, d. h. ob etwa eine Argininspaltung unter event. 
gleichzeitiger Hydrierung besteht. Es ist nicht der Fall. Die gaso- 
metrischen SH-Bestimmungen vor und nach den Argininspaltunge 
ergaben, daB nahezu die gesamte SH-Menge unveriindert bleibt. 
Da auch andere Anhaltspunkte fiir die Existenz zweier Fermente 
nicht vorliegen, ist das Schema zu verwerfen. 

Das Schema 8 dagegen gibt eine befriedigende Erklirung 
aller bisher beobachteten Tatsachen. Es hebt die Bedeutung des 
Milieus hervor. Dieses kann Stoffe enthalten, die mit dem Ferment 
in der Weise in Beziehung treten, da ein sauerstoffempfindlicher 
Gesamtkomplex entsteht, der aber z. B. durch Adsorption und Elution 
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zerlegt werden kann, wobei dann die gegen Sauerstoff sehr un- 
empfindliche und durch Sulfhydrylkérper hemmbare Arginase zuriick- 
bleibt. Die Sauerstoffschidigung des Gesamtkomplexes ist re- 
yersibel. Die Wirkung von SH-Stoffen, Ferroionen und Hydrazin 
besteht u. a. in einer Aufhebung dieser Schiidigung. 

Uber die Stoffklasse, in der die verantwortlichen Begleitstoffe 
zu suchen sind, haben wir schon friiher (a. a. O.°) die Arbeits- 
hypothese aufgestellt, da8 hier KiweiBabbauprodukte beteiligt sind. 
Die Entscheidnng wird weiteren Forschungen vorbehalten sein. 


Experimentelles, '’) 


I. Versuche mit gereinigter Arginase. 


A. Verhalten von Cystein, Glutathion (SH), 
Schwefelwasserstoff, Ferroion und Hydrazin 
gegen durch Adsorption durch Tonerde und Elution 
durch Phosphatpuffer gewonnene Arginase aus Leber 
eines carcinomatésen Organismus, 


170 g Leber (menschliches Sektionsmaterial) ohne Metastasen wird mit 
der Fleischhackmaschine zerkleinert. Der Brei wird nach gutem Anriihren 
mit 750 cem 0,2°/,iger Essigsiure 20 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Dann wird filtriert. Vom Filtrat werden nach E. Waldschmidt- 
Leitz und Mitarbeitern 100 cem mit 25 cem m/5 Phosphatpuffer auf px 6,3 
gebracht. Die Flissigkeit wird darauf mit je 17,5 cem Tonerde Cy (je 
160 mg Al,O,) 4mal adsorbiert. Die einzelnen Fillungen werden im 
Zentrifugenglas vereinigt und einmal mit 50 cem dest. Wasser gewaschen. 
Man eluiert 4mal mit je 25 cem m/15 sekundirem Natriumphosphat. Die 
vereinigten Elutionen werden durch Kieselgur filtriert und mit der doppelten 
Menge eiskaltem Aceton gefillt. Man zentrifugiert sofort ab. Der Nieder- 
schlag wird in etwa 50 cem n/10-Glykokollpuffer von py 9,5 gelést und die 
Lésung wird wieder durch Kieselgur filtriert. Das Filtrat wird unter Eis- 
kiihlung dialysiert. 


























1. Verhalten von Cystein. 2. Verhalten von Glutathion. 
m8‘ °/, Spaltung nach %o mg Glu- }>/ Spaltung nach lo 
Cystein lo SP . Hem- tathion lo 8P . Hem- 
pro cem | '/,Stde. 11/,Stdn. mung pro ccm | 1 Stde. | 3 Stdn. | mung 

4 4,5 | 11,5 77 2,0 35 | 20,0 | 74 

2 — 6,5 87 1,0 4,0 20,5 73 

1 — 6,5 87 0,2 12,0 | 29,5 | 61,5 

0,2 16,8 24,0 52 ohne 47,0 | 16,5 aes 
ohne 16,8 50,0 = | 

















"*) Die im experimentellen Teil gegebenen Unterlagen sind ein Auszug 
aus dem umfangreichen Beobachtungsmaterial. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXII. 14 
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3. Verhalten gegen Schwefelwasserstoff. 





—.._ 





ccm J" S (gesittigte 
Lésuny bei 18°) pro 
7,5cecm Gesamtansatz 


1-Stundenwert 
°/, Spaltung 








0,5 
0,1 


4.5 
11,3 
25,0 





b] 
ohne Zusatz 


50,5 





2-Stundenwert 
/, Spaltung 





“he Hemmung 
nach 2 Stunden 








B. Wiederholung mit Arginase 
aus menschlicher Normalleber. 


1. Verhalten gegen Cystein. 


86,6 
90,3 
60,5 
50,5 








mg Cystein 
pro ccm Ansatz 


1/,-Stundenwert 
°/, Spaltung 








mM ro 


0,2 
ohne Zusatz 








1-Stundenwert 





°/) Hemmung 
nach ?/, Stunde 
DD 
39,5 
33,3 
20,8 


2. Verhalten gegen Schwefelwasserstoff. 








ecm HS (gesittigte 
Lésung bei 18°) pro 
7,5cem Gesamtansatz 


1/,-Stundenwert 
/, Spaltung 








2 

1 

0,5 

0,1 
ohne Zusatz 


22.5 
18,5 
26 

31,5 
51,5 








1-Stundenwert 
°/, Spaltung 





30 
25 
32 
45 
55,5 





0 
/, Hemmung 
nach 1/, Stunde 


56,3 
64 

49,5 
38,8 


Die Versuche zeigen, daf durch Adsorption gereinigte Arginase- 
praparate, mégen sie aus normaler Leber oder aus Leber vow 
carcinomatiésen Organismus gewonnen worden sein, durch die Sull- 
hydrylverbindungen Cystein, Glutathion und Schwefelwasserstoti 
stark gehemmt werden. Da die Versuche bei p,, 9,5 durchgefiihrt 
wurden, erstreckt sich die Hemmbarkeit also auch auf den Bereich 
alkalischer Reaktion. Die Beobachtung von Edlbacher und Mit- 
arbeitern an nicht adsorbierten Extrakten, die nur im sauren oder 
neutralen p,,-Bereich Hemmung, im alkalischen dagegen keine 
Beeinflussung oder ,,Aktivierung“ ergaben, zeigt, daB Begleitstofie 
nicht nur die prinzipielle Richtung, nimlich Aktivierung oder 
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Hemmung, durch SH-Stoffe bestimmen, sondern auch eine p,,-Ab- 
hingigkeit der Richtung im obigen Sinne hervorrufen. 

Die folgende Tabelle zeigt, da8 Ferrosulfat und Hydrazin, 
die beim ,,70°-Saft* eine starke Aktivierung der Argininspaltung 
bedingen (vgl. S. 199), keine oder eher eine hemmende Wirkung 
gegeniiber gereinigter Arginase besitzen. 











°/, Spaltung nach 
t/, Stde.| 1 Stde. | 2 Stdn. 





Ansatz Zusatz 


seem Puffer + Arginin, 1cemH,O; | Kein Zusatz | 14,0 31,5 | 54,5 
1cem Ferrosulfat, 1°/, baw. 1cem | 


Hydrazin aus 50 mg Hydrazin- | Ferrosulfat 8,0 | 17,0 24,0 
sulfat (neutralisiert) in 5 cem 
H,O hergestellt; bzw. 1 ccm Hydrazin — 22,5 44,5 








Wasser, 0,5 ccm gerein. Arginase 


C. Verhalten von gereinigten Arginasepriparaten 
gegeniiber Sauerstoff. 

Methodisch wurde so verfahren, daB die an Tonerde C, adsorbierten 
und aus dem Adsorbat eluierten Enzymlésungen mit der gleichen Menge 
n/10-Glykokollpuffer py, 9,5 verdiinnt wurden. Die Lésungen wurden in zwei 
Hilften geteilt, von denen man die eine Hilfte unter Sauerstoffdruck setzte, 
wihrend die andere Hilfte unter Stickstoffdruck gehalten wurde. Beide 
GefiBe spannte man in eine sich langsam bewegende Schiittelvorrichtung, 
die sich im Thermostaten befand, ein. Die Lésungen wurden mittels eines 
den Druck konstant haltenden Ventils an Stahlflaschen angeschlossen, welche 
die Gase enthielten. Der Druck wurde so eingestellt, daB er um etwa 
1 Atm. den fiuf8eren Luftdruck iibertraf. Vor Beginn der Gaseinwirkung 
wurde die iiber der Arginaselésung stehende Luft durch Sauerstoff bzw. 
Stickstoff verdringt und dann erst schloB man mittels Druckschlauches die 
die Gase enthaltenden Stahlflaschen an. 


Die nachfolgende Tabelle li8t erkennen, daB eine tief- 
greifende Schidigung von Arginaspriiparaten, die mit Tonerde 
adsorbiert und mit Phosphatpuffer eluiert waren, nicht eintritt, 
es wird sogar manchmal eine stimulierende Wirkung des Sauer- 
stoffs beobachtet. Wire ein System Sulfhydryl-Schwermetall Vor- 
bedingung fiir das Wirksamwerden des Fermentes, so miibte unter 
den angewandten Bedingungen die Arginasewirksamkeit auf- 
gehoben werden. 

Der folgende Versuch zeigt, daB die gereinigte Arginase selbst 
bei Anwesenheit erheblicher Konzentrationen an Wasserstoff- 
superoxyd bei p, 9,4 nicht vollstindig inaktiviert wird. Verursacht 
durch den energischen Angriff auf das Enzym, durch die Bildung 

14* 
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Aktivitit; °/, Spaltung 
Arginasepriparat | Ausfiihrung |; /,-Stdn.- | 1-Stdn.- | 9-Stdn,- | ADsiitze 
Wert | Wert | Wert 
Ohne Sauerstoff . Gereinigte | 
Ca-Leber 30 44 69 XI 
Mit Sauerstoff . . desgl. 47 68 | ~100 . 
Sektionsmaterial ohne O, 2 6,5 | 10,5 XII 
Leb. v. Rectum-Ca mit O, 16,5 22 | 47 5—~1 
Priparat ohne O, 15 2 60l|lC SR . 
wie vorher mit O, 6 27 | 48 } XII, : 
Sektionsmaterial ohne O, 55 74 | ~100 XII 
Normalleber mit O, 52 70 ~100 —_ 
Priiparat ohne O, 61,5 74,5 ~100 XI 
wie vorher mit O, 56,0 76 ~100 allie 
ohne O 19 29 46 , 
Normalleber mit 0, . 16 98 41,5 } * 
Sektionsmaterial ohne O, 25 37 — XI.*4 
Ca- Leber (Fettleb.) mit O, 22,5 41 — 48 
ohne 0, 20 30 50 ——— 
Desgl. mit O, 26 38 49 X11") 








*) 2 Stunden mit Sauerstoff behandelt. 
**) 6 Stunden mit Sauerstoff behandelt. 


besonders aktiven Sauerstoffes, dessen Wirksamkeit mit der des 
molekularen Sauerstoffes nicht vergleichbar ist, tritt zwar eine 
Schidigung des Fermentes in Erscheinung. Immerhin werden, 
selbst bei der Anwendung 3°/,igen Wasserstoffsuperoxydes inner- 
halb von 2 Stunden noch 80°/, des Arginins zerlegt, ein Beweis 
dafiir, daB eine Wirksamkeit der gereinigten Arginase auch bei 
Gegenwart eines hohen Oxydationspotentiales méglich ist. Anders 
verhilt sich dagegen, wie die iiberniichste Tabelle zeigt, das bei 


Gereinigte Arginase und H,0,. 























Konzen- 

m tration der | _‘/o Spaltung nach 
nanan benutzten zs 
H,0, in °/, | ‘/z Stde. | 1 Stde. | 2 Stdn. 
5cem Puffer + Arginin, 1cem | ohne H,O, 56,5 | 74,5 | 100 
H,O (aus ,,Perhydrol“ ver- 0,1 40,0 | 53,0 | ol 
diinnt); 1 ccm H,O, bzw. in ry" rgd | iiber e 
der Kontrolle 2cem H,0O; 2.0 185 | 815 | ,, 80 








80 


0,5 ccm Enzym 3,0 60 | 8S | ly 


— ” a Se oa eae 
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70° hergestellte Arginasepriiparat, welches, eben infolge Anwesen- 
heit der Begleitstoffe, schon bei geringer H,O,-Konzentration seine 
Wirksamkeit vollstiindig verliert. 

Auffallig ist in der vorstehenden Tabelle der nach 1 Stunde 
gerade bei den mit H,O, behandelten Ansiitzen eintretende 


Aktivititsanstieg. 





,70°- Arginase“ und H,0,. 





Konzen- 
tration des 


benutzten ; 
H,O, in %, | 1 Stunde — 2 Stunden 


°/, Spaltung nach 





Ansatz 





5 cen Puffer + Arginin, 1ccm | ohne H,0, 








49,0 64,0 











H,O, (aus ,,Perhydrol“ ver- a 
diinnt); 1ceem H,O; 0,5 cem mn -geringe, kaum meBbare 
Enzym 2'0) | Spaltungen 

3,0 


D. Arginasebestimmungen 
an mehrfach umgefallten Priparaten 
aus menschlicher Normalleber. 


Die Umfillung des in friiher beschriebener Weise hergestellten ge- 
reinigten Priparates geschah durch EingieBen in die doppelte Menge eis- 
gekiihlten Acetons. Der Niederschlag wurde in soviel n/10-Glykokollpuffer 
py 9,5 aufgenommen, daB das Anfangsvolumen der Lisung vor dem Um- 
fiillen wiederhergestellt wurde. 























'/,-Stdn.- | 1-Stdn.- | 2-Stdn.- pn 
Ansatz Wert Wert Wert 
0/, Spalt. | °/, Spalt. | °/, Spalt. | 24Sammensetzung 
XII,, | Nicht umgefilltes 31 51 66 5ceem Puff. (px 9,5; 
Priparat m/10-Glykokoll); 
XII,, | 1mal umgefiilltes 18 31 48 1,5 cem Wasser; 
Priparat : 1cem Arginase 
XII,, | 2mal umgefilltes | 27,5 38,5 52,5 
Priparat 

















Die Ergebnisse zeigen, daB das Umfillen der Arginasepriipa- 
rate aus Aceton (Endkonzentration des Lésungsmittels nach dem 
ZusammengieBen mit der wiiBrigen Liésung = 66°/,) nicht die 
Schwiichung der Arginasewirksamkeit ergibt, wie sie zu erwarten 
wire, falls SH-Verbindungen im Sinne von Waldschmidt-Leitz 
fiir die Wirksamkeit des Fermentes notwendige Voraussetzung wiiren. 
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II. Versuche mit bei 70° gewonnener Arginase (Roharginase), 


Erweiterung der Versuche iiber Aktivierung von Arginasge 
durch Sulfhydrylverbindungen unter Benutzung 
von auf 70° erwirmten Lebersuspensionen. 


i. Versuch mit Cystein. 80g menschliche Normalleber werden jn 
der Tumormiihle zerkleinert und mit 50 cem Wasser '/, Stunde leicht ge. 
schiittelt. Der Brei wird darauf in einem auf 70° temperierten Wasserbad 
1/, Stunde erwiirmt, wobei Eiweifstoffe ausfallen, von denen abzentrifugiert 
wird. Die iiberstehende braune Lésung wird vor den Versuchen mit Wasser 
so verdiinnt, daB je 10 cem auf 100 ccm aufgefiillt werden. 

Ansiitze: 5 ecem Puffer-Arginingemisch, 0,5 cem Arginaselésung, Rest 
Wasser bzw. Loésung von neutralisiertem Cysteinchlorhydrat. 



































mg Cystein 1/,-Stundenwert | 1-Stundenwert | °/, Aktivierung 
pro cem Ansatz °/, Spaltung °/, Spaltung nach 1 Stunde 
5 +1071 39,5 58,7 +92,5 
1,25-107" 18,0 28,0 » § 
3,2 +107? 23,0 29,5 ~ BS 
ohne Zusatz 25,0 30,5 _- 
mg Cystein 1/,-Stundenwert 7, Aktivierung 
pro ecm Ansatz /, Spaltung nach '/, Stunde 
4 nicht mehr meBbar ~ +82 
2 100 +82 
1 100 +82 
0,2 72 +81 
ohne Zusatz 55 — 








2. Versuch mit Glutathion (X,,). 











mg Glutathion 1-Stundenwert | 2'/,-Stundenwert | °/, Aktivierung 
pro ccm Ansatz %, Spaltun °/, Spaltung nach 2'/, Stdn. 

















2,3 57,2 68,2 — 8,7 
1,15 66,0 ~100 + 33,3 
0,575 62,0 ~ 100 +33,3 
0,115 55,0 16,3 + 1,7 
ohne Glutathion 61,0 75,0 -— 


Aus den Versuchen ergibt sich der scharfe Unterschied des 
Verhaltens der nach dem besonderen Verfahren hergestellten rohen 
Arginase im Vergleich zu dem in dea vorigen Abschnitten ge- 
schilderten Verhalten der gereinigten Arginase gegeniiber den 
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3. Versuche mit H.,S, 














ecm H,S '/,-Stundenwert | 1-Stundenwert °/, Aktivierung 
pro 7,5 ¢ ecm _Ansatz ho Spaltung °/, Spaltung nach 1 Stunde 
2 _ 71,1 73,7 
1 — ~ 100 ~144 
0,5 — ~ 100 ~144 
0,1 we 60 46,5 
ohne A, Ss |; — 41 ae 











benutzten Sulfhydrylverbindungen. Die rohe Arginase wird durch 
SH-Verbindungen ,,aktiviert“, Das Maximum der Aktivierung 
liegt bei so hohen SH-Konzentrationen, daB ein Zusammenwirken 
yon Sulfhydryl-Schwermetall die Effekte nicht erkliren kann, da 
dann die Vollaktivierung bereits bei bedeutend kleineren SH- onsen 
trationen zu erwarten ist. 

Die folgende Tabelle zeigt weiterhin, daB ebenso wie durch 
die benutzten Sulfhydrylkérper, die Aktivierungseffekte auch ganz 
unspezifisch durch Hydrazinhydrat und Ferroion herbeigefiihrt 
werden kénnen. 

Zur Anwendung kam die lebenswarm entnommene Leber eines 
Kaninchens. Sie wurde in der Reibschale fein zerstampft und 
der Brei zur Herstellung des ,,70°-Saftes“ 1 Stunde lang mit der 
cleichen Menge destilliertem Wasser digeriert. Darauf erhitzte man 
das Gemisch im Wasserbad !/, Stunde auf 70° (Innentemperatur). 
Nach dem Abkihlen wurde sodann zentrifugiert. Die klare Liésung 
teilte man in zwei Teile, von denen der eine Teil 6 Stunden lang 
unter einem Druck von 1!/, Atm. Sauerstoff, der andere Teil 
6 Stunden lang unter dem gleichen Druck Stickstoff gelinde ge- 
schiittelt wurde. Die folgende Tabelle zeigt die Effekte von Cystein, 
Ferroion und Hydrazinhydrat. 





























Vorbe- °/, Spaltung °/, Aktivie- 
handlang | Zusats = 1) -Stdn.- | 1-Stdn.- | 2-Stdn.- | 728 nach 
mit er Wert Wert 60 Min. 
tine Geet 120 | 21,0 | 35,0 - 
St Cystein ~100,0 |  100,0 | 100,0 > 375,0 
meee Ferrosulfat ~100,0 |  100,0 | 100,0 >375,0 
Hydrazinhydrat 100,0 | 100,0 | 100,0 > 375,0 
Ohne Zusatz 21,0 | 30,0 | 35,5 — 
Q, Cystein 67,0 ~100,0 | 100,0 > 230 
aes Ferrosulfat ~100,0 100,0 | 100,0 > 230 
Hydrazinhydrat 71,0 , ~100,0 100,0 > 230 
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Im vorliegenden Versuch kamen folgende Lésungen zur Anwendung. 
5 cem Puffer + Arginin (n/10-Glykokoll-Natronlauge-Natriumchloridputfe, 
Pu 9,5 enthaltend 0,2mg Arginin pro Kubikzentimeter); 2 cem Wasser bzy. 
Cysteinchlorhydrat, neutralisiert mit NaOH (die Lésung enthielt 50mg Cystein. 
chlorbydrat in 5 ccm) bzw. 2 ccm Hydrazinhydrat, hergestellt durch Auf. 
lésen von 50mg des Sulfates in Wasser, Neutralisation mit Natronlauge und 
Auffiillen auf 5 eem; bzw. 2 ccm 1°/,ige FeSO,-Lésung, die mit NaOH bis 
zur beginnenden Triibung versetzt wurde. Dazu 0,5 ccm obigen Enzymsg, 

Der Versuch zeigt, da& Sauerstoff auf das Ferment keinen 
schidigenden Einflu8 besitzt. Ein eventuelle Sauerstoffschidigung 
war also schon wahrend der Darstellung maximal eingetreten, 
Die Aktivierung auch des mit Sauerstoff behandelten Enzyms 
zeigt, daB eine eventuelle Schidigung durch das Gas reversibe] 
ist. Arbeitet man wahrend des ganzen Herstellungsverfahrens 
der Enzym-(70°)-praparate unter O,-AbschluB, so erhalt man bei 
nachtriglicher O,-Durchstrémung oft Schidigungen; aber auch diese 
sind nach zahlreichen Versuchen reversibel, da stets noch ,,Akti- 
vierung“ durch reduzierende Substanzen beobachtet wird. 

Die Frage nach der Beteiligung der benutzten Reduktions- 
mittel an der enzymatischen Argininspaltung, etwa im Sinne der 
Existenz einer zweiten Arginase, wird durch das folgende Experiment 
im negativen Sinne beantwortet. 

115 mg Arginincarbonat wurden unter Zusatz von 364 mg 
Cysteinchlorhydrat in Wasser gelést. Die Lésung wurde neutrali- 
siert und mit n/10-Glykokollpuffer auf 45 ccm aufgefillt. Hierzu 
gab man 5 ccm eines bei 70° hergestellten HEnzympriparates 
(70°-Saft), das ohne Cysteinzusatz in einem Probeansatd sehr wenig 
aktiv, mit Cysteinzusatz dagegen stark aktiv gefunden wurde (Probe- 
ansatz vgl. unten). Dieser Versuch lief als Hauptversuch. Ein genau 
gleich, nur mit Enzymkochsaft beschickter Versuch wurde parallel 
geschaltet. Gleich am Anfang und nach 16 Stunden entnahm man 
Proben von je 10 ccm zur gasometrischen Cysteinbestimmung 
(Messung des zur Oxydation verbrauchten Sauerstoffs). Parallel wurde 
eine Probe von 1 ccm auf die eingetretene Argininspaltung untersucht. 
Die Ergebnisse werden durch die folgende Tabelle erliutert. 



































0- Werte 16-Stundenwerte 
Ansitze ie a ae 
/, Arginin- %, Arginin- 
com O, spaltung ccm Oy ‘spaltung 
Hauptversuch 2,21 | _- 1,98 | 100 ¢=21° 
Versuch mit keine 
Kochsaft 2,22 | a 2,07 | Spaltung b = 760 mm Hg 
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Der Versuch zeigt eindeutig, daB ein Cysteinverbrauch wihrend 
der Reaktion nicht eintritt (der geringe Unterschied gegeniiber 
dem Versuch mit Kochsaft ist hier belanglos). Die Erkliirung der 
Cysteinwirkung ist also nicht in der Beteiligung an der eigentlichen 
Argininspaltung zu suchen, im Sinne der Existenz einer zweiten 
Arginase. Hiergegen sprachen schon friithere Befunde von uns, 
daB nimlich die 70°-Safte durch Dialyse in Arginaselésungen 
vom Typ der gereinigten Arginase iibergefiihrt werden kénnen, 
indem sie dadurch die Aktivierbarkeit verlieren. Bei unseren 
friheren Versuchen hatten wir allerdings noch nicht Cystein- 
konzentrationen der jetzigen Hohe benutzt. Bei Wiederholung 
der Dialyseversuche finden wir, da die Aktivierbarkeit nur gegen- 
iiber geringen SH-K6rperkonzentrationen verlorengeht, nicht aber 
vegeniiber den jetzt gefundenen Maximaldosen. Die SchluBfolgerung, 
daB die wirksamen Begleitstoffe dialysabel sind, ist also ein- 
zuschrinken. 


Probespaltung der zu obigem Versuch benutzten Enzymlésung. 
(,,70°-Arginase“, 24 Stunden lang mit Sauerstoff schwach durchstrémt.) 








Vorbehand- °/, Spaltung nach 
lung der Zusatz Ansatz 


Enzymlésung 1/, Stde. | 1 Stde. 








Gewinnung (| Ohne Cystein}| ~100 | ~100 | 2 ccm Puffer + Arginin; 
moéglichst bei | 2 ccm Cysteinchlorhydrat 
AusschluB a , | (neutralisiert), hergestellt 
v. Sauerstoff mie Cysteia | ~~ 100 | —_ durch Auf lésung v.50mg 
| in Wasser, neutralisieren 


24 Stdn. lang | Ohne Cystein 10 | 23 und auffiillen auf 5 cem. 
mit O, : ‘ | 0,5 cem Enzymloésung mit 
durchstrémt Mit Cystein ~100 | ~100 maximal 24 stiind. Sauer- 











stoffbehandlung 


Der Versuch zeigt, daB die hier nach 24 Stunden Sauer- 
stoffbehandlung der 70°-Arginase eingetretene starke Schidigung 
des Fermentes prompt durch Cysteinzusatz aufgehoben wird; die 
Schidigung ist also reversibel. 

Die Frage, ob durch Zusatz von Hydrazinhydrat zu den 
bei 70° hergestellten Arginasepriparaten wesentliche Mengen 
SH-Gruppen entstehen, wurde in der Weise gepriift, daB man 
9 cem 70°Saft mit 5 ccm 1°/,igem Hydrazinhydrat 2 Stunden im 
Thermostaten von 37° aufbewahrte und am Anfang, sowie nach 
‘/, 1 und 2 Stunden Proben von 1 ccm zur qualitativen Priifung 
auf SH-Gruppen mittels Nitroprussidnatrium entnahm. Eine ent- 
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sprechende Kontrolle wurde mit Cysteinchlorhydrat (0,01°/,) be. 
schickt. Wiahrend die Cystein enthaltenden Proben eine starke 
Reaktion zeigten, war die mit dem 70°-Saft beschickte Probe 
sowohl mit als auch ohne Zusatz von Hydrazinhydrat nur gan; 
schwach rosa gefirbt. Irgendeine sichtbare Zunahme der Rot- 
farbung infolge des Zusatzes von Hydrazinhydrat wurde nicht 
beobachtet. 
Zusammenfassung. 

1. Die Aktivitit der Arginase ist in besonders hohem Grade 
durch das umgebende Milieu bedingt. Es besteht ein Unterschied 
im Verhalten der durch Adsorption und Elution vorgereinigten 
Arginase gegeniiber Arginaseextrakten und -suspensionen im nicht 
gereinigten Zustand, sofern diese nicht in groBer Verdiinnung zur 
Anwendung kommen. 

a) Gereinigte Arginase wird durch Sulfhydrylverbindungen, 
wie H,S, Cystein und Glutathion bei jedem p,, stark gehemmnt. 
Die Hemmung besteht auch bei Abwesenheit von Phosphat., Roh- 
arginase, z. B. die nach unserem Verfahren bei 70° gewonnene 
Arginase, wird durch dieselben SH-Stoffe, insbesondere im alkali- 
schen Milieu, , aktiviert“. Die Aktivierung besteht auch bei vorher- 
gehender Sauerstoffbehandlung. Ebenso wie SH-Stoffe wirken 
Ferroionen und Hydrazin ,,aktivierend“. Der Aktivierungsmecha- 
nismus ist daher durch einen unspezifischen ReduktionsprozeB gegen- 
iiber Begleitstoffen, event. ,,Trigern“ der Arginase gekennzeichnet. 
Kine Kombination Schwermetall + Sulfhydryl ist zur Aktivierung 
nicht erforderlich, sondern nur eine von den Méglichkeiten. 

b) Gereinigte Arginase wird durch Sauerstoff nicht wesentlich 
gehemmt, im Gegensatz zu den Befunden an manchen Roharginase- 
praparaten. Gereinigte Arginaselésungen vertragen sogar die Kin- 
wirkung von H,O, im alkalischen Milieu, ohne unwirksam zu werden. 

2. Wir méchten anregen, die Diskussion iiber die Aktivierung 
des Kathepsins und Papains durch weitere Reinigungsversuche an 
diesen Enzymen einer klaren Entscheidung zuzufiihren. 

3. Grundlegende Milieuveriinderungen des Organismus, z. Bb. 
an den Stellen der Ausbildung bésartiger Geschwiillste kénnen nacli 
dem Erkannten tiefgreifenden Einflu8 auf fermentative Prozesse der 
Geschwiilste gewinnen. Es handelt sich dabei in erster Linie um 
sekundire Wirkungen. Ob diese von ausschlaggebender Bedeutung 
fiir die Leistungen der malignen Stelle sind, muB dahingestellt 
bleiben. Die Entstehung einer Geschwulst durch ,,Entartung“ 
von }'ermentwirkungen ist durch nichts bewiesen. 
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Uber das Prodigiosin, 
den roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus. V. 


Von 


Fritz Wrede und Alexander Rothhaas. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie der Universitat Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1933.) 


Vor kurzem teilten wir mit, daB wir fiir das Prodigiosin 





_ C,oH,,ON, — folgende Konstitution annehmen’): 
Ryj—7R, CH,O—= 
| I : | II | 
ae on” a 
NH | N 


scone R, + R, + RB, = CH, 
HN/ Ill a il 


pane 


»Ring I“ hatten wir schon friiher’) sichergestellt. Die An- 
wesenheit von ,,Ring Il* war daraus gefolgert worden, daB bei 
der Oxydation des Farbstofis mit Wasserstoffsuperoxyd in Eis- 
essig eine Substanz entsteht, die nach der Behandlung mit Diazo- 
methan das schén krystallisierte N-Methyl-methoxy-maleinimid 
gibt, das wir dann auch auf synthetischem Wege erhielten. Dab 
im Prodigiosinmolekiil ein weiterer, unsubstituierter Pyrrolring 
(Ring III) vorhanden ist, wurde von uns kiirzlich dadurch wahr- 
scheinlich gemacht’), dai die Oxydation des hydrierten Prodigiosins 
mit saurem Kaliumpermanganat Bernsteinsiiure entstehen lift. 
Weiterhin gewannen wir bei dieser Oxydation ein Reineckesalz 
und ein Cadmiumchloriddoppelsalz; diese Salze verhielten sich 
iihnlich, wie die entsprechenden Salze der e«-Pyrrolidincarbon- 
siure —. Die Beweise fiir die Natur von ,,Ring I“ und ,,Ring III“ 
waren, wie auch damals schon erwihnt wurde, nicht restlos 
iiberzeugend: 

1. Das N-Methyl-methoxy-maleinimid konnte, bei Anlegung 
schirfster Kritik, als Kunstprodukt — entstanden aus einem 








) Diese Z. 219, 267, (1933.). 2) Diese Z. 215, 67 (1933). 
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Oxy-maleinimid und Diazomethan — betrachtet werden. 2. Das 
aus Prodigiosin gewonnene Reineckesalz war damals durch Schmelz. 
punkt und Analyse nicht geniigend genau als Derivat des rae, 
Prolins zu charakterisieren, ebensowenig wie das damals dar. 
gestellte Cadmiumdoppelsalz. 

Es ist uns nun gelungen, weitere und diesmal unzwei- 
deutige Beweise fiir die Anwesenheit von ,,Ring II“ und ,,Ring III« 
zu erbringen. 


I. Oxydation des Prodigiosins mit Chromsaure. 
Isolierung von Maleinimid und Methoxy-maleinimid. 


0,54 g freies Prodigiosin in 10 ccm Eisessig werden unter 
Kihlung allmahlich mit einer Lisung von 1,34 g Chromtrioxyd 
(= 12 Atome Sauerstoff pro Molekiil) in 5 com Wasser versetzt, 
Die dunkel gefairbte Mischung wird 12 Stunden auf etwa 60° 
erwirmt. Nun wird der gréfte Teil des Eisessigs im Vakuum 
entfernt, der Riickstand in etwa 50 ccm Wasser gelést, die Lisung 
mit Soda alkalisch gemacht, dann mit Ather im Perkolator 
24 Stunden extrahiert. Die Atherlésung wird abgedampft, der 
dlige Riickstand im Hochvakuum bei langsam steigender Tempe- 
ratur sublimiert. Bei 60—90° geht neben etwas Ol eine in dicken 
Siulen krystallisierende Substanz iiber, bei 100—110° folgt eine 
zweite Fraktion spindelférmiger Krystalle. Beide Krystallfraktionen 
werden durch Abpressen auf gehirtetem Papier von Oligen Bei- 
mengungen befreit und nochmals im Hochvakuum sublimiert. 
Die Ausbeute an beiden Substanzen ist gering. 


Maleinimid. Die in derben Siulen krystallisierte Verbin- 
dung schmilzt scharf bei 93°. Sie zeigt den typischen Geruch 
und auch die sonstigen Eigenschaften des Maleinimids. Ein 
Gemisch gleicher Mengen des so erhaltenen Priparats und des 
synthetisch bereiteten Maleinimids zeigt keine Schmelzpunkts- 
depression. 

Methoxy-maleinimid. Die durch Sublimation im Hoch- 
vakuum gereinigten spindelférmigen Krystalle schmelzen bei 169° 
(unkorr.) und zeigen mit dem synthetisch erhaltenen Methoxy- 
maleinimid %) keine Schmelzpunktsdepression. — Zur weiteren 
Identifizierung wird ein Teil der Krystalle mit einer Atherischen 
Diazomethanlésung behandelt: Es entsteht eine krystallisierte 





5) A. Rothhaas, Liebigs Ann. 501, 295 (1938). 
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Substanz vom Schmelzp. 127°, die sich mit dem friiher synthetisch 
dargestellten N-Methyl-methoxy-maleinimid') als identisch erweist 
(keine Depression des Mischschmelzpunktes usw.), 


ll. Oxydation des hydrierten Prodigiosins mit Kaliumpermanganat. 


Nachweis von e-Pyrrolidincarbonsiure als Reineckeat 
und als Stachydrinchloroaurat. 


1g freies Prodigiosin wird nach der friiher beschriebenen 
Methode in Hisessig vollstindig hydriert'), dann in schwefelsaurer 
Lisung mit Kaliumpermanganat oxydiert. Die Lésung wird, wie 
friiher angegeben, bei sodaalkalischer und schwefelsaurer Reaktion 
mit Ather extrahiert. In der so gewonnenen ,,waBrigen Lisung“ 
wird die Anwesenheit von Prolin nach folgenden Methoden gezeigt: 


a) Rac. Prolin-Reineckeat. Aus der Lésung wird, wie friiher 
beschrieben [Anm. ?) §. 273], das Cadmiumchloriddoppelsalz bereitet. Dieses 
noch stark verunreinigte Salz wird durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
Filtrat wird im Vakuum zur Trockene gebracht. Der Riickstand wird wieder 
in Alkohol gelést und nochmals mit alkoholischer Cadmiumchloridlésung 
gefillt, wodurch eine erhebliche Reinigung erzielt wird. Das Cadmiumsalz, 
das noch keineswegs analysenrein ist, wird nun mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt und in das Reineckeat iibergefiihrt.4) Die so erhaltenen Krystalle 
erweisen sich bei der mikroskopischen Betrachtung als einheitlich. Sie 
werden im Vakuum bei 100° getrocknet. 


1,726 mg Subst.: 1,60 mg CO, + 0,72 mg H,O + 0,334 mg Riickst.°) 


Prolin-Reineckeat, C,H,,O,N,S,Cr (434,5) Ber. C 24,87 H 3,71 
Gef. ,, 25,28  ,, 4,67. 


Die Substanz krystallisiert in violettroten Flittern. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 162° (nach vorherigem Sintern unter Zersetzung), bei derselben 
Temperatur, bei der nach unserer Beobachtung das synthetisch bereitete 
rac, Prolin-Reineckeat schmilzt. 

b) Stachydrinchloroaurat. Zum exakten Nachweis kleiner Mengen 
Prolin eignet sich bekanntlich sein durch Permethylierung gewonnenes 
Derivat, das Stachydrin, das ein schwerlésliches, gut krystallisiertes Chloro- 
aurat gibt. Zu seiner Darstellung wird die oben erwihnte Lésung im 
Vakuum eingedampft, der Riickstand mit Alkohol ausgekocht. Die alkoho- 


*) J. Kapfhammer u. R. Eck, Diese Z. 170, 294 (1927). 

*) Das Chrom ist bei der Analyse nur zum kleinen Teil als Riick- 
stand zu finden. Offenbar ist es unter den vorliegenden Umstinden 
fliichtig. Dadurch wird vielleicht der zu hohe Wasserstoffwert erklirt. 
Auch bei der C+H-Bestimmung eines synthetisch dargesteilten Prolin- 
Reineckeats war der Wasserstoffwert zu hoch, der Riickstand im Ver- 
brennungsschiffchen war einigemale sogar fast unwiigbar. 
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lische Lésung wird wieder eingedampft, der Riickstand, in etwa 5 com 
Wasser gelést, wird mit Natronlauge alkalisch gemacht und mehrmals pit 
einigen Tropfen Dimethylsulfat geschiittelt. Die Lésung wird zuletzt auf 
etwa 70° erwirmt, bis alles Dimethylsulfat umgesetzt ist (alkalische Reak. 
tion!). Dann wird mit Salzsiiure stark kongosauer gemacht, aufgekocht 
und mit 50°/,iger Goldchloridlésung versetzt. Der ausfallende Nieder. 
schlag wird abgesaugt und in heifer, verdiinnter Salzsiure unter Zusat; 
von etwas Goldchlorid geliést. Zuerst fallt ein amorphes Goldsalz aus, yoy 
dem abfiltriert wird. Wird das Filtrat nun mit einigen Krystallen synthe. 
tisch dargestellten Stachydrinchloroaurats angeimpft, so bilden sich die 
rautenférmigen Krystallblittchen, die fiir Stachydrinchloroaurat charakte. 
ristisch sind. — Nach weiterem Umkrystallisieren wird im Vakuum bei 
100° getrocknet. 


4,724 mg Subst.: 3,05 mg CO, + 1,25 mg H,O + 1,928 mg Au. 
C,H,,0,NAuCl, (483,2) Ber. C 17,39 H2,86 Au 40,92 
Gef. ,, 17,61  ,, 2,96 1» 40,82. 
Die Substanz zeigt auch sonst die Kigenschaften des syn- 
thetischen Stachydrinchloroaurat. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir fir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt 
wurden. — Fraulein A. Vogler hat uns bei der Ziichtung der 
Bakterien und der Isolierung des Prodigiosins wertvolle Hilfe 
geleistet. 
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Uber Hemmung des Kathepsins und Aktivierung des Papains 
durch ¢-Sulfhydrylcarbonsauren. 
Von 
Ernst Masehmann und Erica Helmert. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1933.) 


Die bemerkenswerteste Eigenschaft aller dem Papaintyp an- 
cehérenden Proteinasen (Papain, Hefeproteinase, Kathepsin usw.) 
ist ihre Aktivierbarkeit durch Blausiure, Schwefelwasserstoff, 
Thiosulfat und andere Sulfhydrylverbindungen.')* Von Sulfhydryl- 
verbindungen wurden auffallenderweise nur Cystein und SH-Gluta- 
thion (das Phyto- bzw. Zookinase sein soll), also @-SH-Carbon- 
siiuren, aufihr Aktivierungsvermégen gepriift. Dab, wie angenommen 
wird, auch SH-Proteine Kathepsin aktivieren kénnen, wurde von 
uns experimentell bewiesen, und zwar durch den Nachweis, dab 
das ,,vollaktive* Kathepsin kinasefreier Organpriiparate?) seine Wirk- 
sankeit léslichen bzw. unléslichen SH- und SS-Proteinen verdankt.*) 

Bei der Priifung des Aktivierungsvermégens verschiedener 
Sulfhydrylverbindungen gegeniiber Kathepsin, deren Verlauf auch 
eine Untersuchung am Papain erforderte, haben wir folgendes ge- 
funden: Papain wird durch @- und §-SH-Carbonsiiuren akti- 
viert.4) Die Fiihigkeit mancher Verbindungen, Papain zu akti- 
vieren, tritt erst nach liingerer Versuchsdauer klar hervor. Bei 
kurzer Spaltungsdauer, z. B. nach 1 Stunde, wurde manchmal eine 
geringfiigige Hemmung beobachtet. Cystein wirkt in Anwesenheit 
schwach aktivierender SH-Verbindungen auf Papain ungefihr so, 
als ob es allein im Spaltungsansatz vorliige. Auf die GriBe des 
Aktivierungsvermégens der SH-Carbonsiuren gegentiber Papain 
scheint, wenigstens nach unserem vorliegenden Versuchsmaterial, die 
Stellung der SH-Gruppe an einem primiiren, sekundiren oder 
tertiiren Kohlenstoffatom von keinem merklichen EinfluB zu sein. 

Kathepsin der Leber, Milz und Niere des Schweines, der 
Leber und Niere des Meerschweinchens und der Hihnerleber, 
gleichgiiltig, ob man das Enzym-mit Glycerin aus frischem Organ 
oder mit Wasser aus getrocknetem Organ herauslist, wird durch 
e-Sulfhydrylearbonsiuren gehemmt, und zwar in einzelnen Fallen 
bis zu 90°/,. Von den untersuchten Verbindungen wirkt Thio- 





') W. Grassmann, in Nord-Weidenhagen, Ergebnisse der Enzym- 
forschung, Leipzig 1932, Bd. I, S. 217; vgl. dort und auch in Haldane-Stern, 
Allgemeine Chemie der Enzyme, Dresden 1932, S. 21 die Literatur. 

*) Diese Z. 216, 141 (1933). 8) Diese Z. 222, 215 (1933). 

*) Thiacetsdure aktiviert, Thioharnstoff hemmt Papain. Thioglykolsidure 
und Thiomilehsdure wurden kiirzlich von Th. Bersin u. W. Logemann, 
Diese Z. 220, 209 (1933) kurz gepriift. 
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buttersiure am starksten hemmend. Aquimolare Mengen Thioglykol- 
sdiure, Thiomilchsiure, Thio-isobuttersiiure und Thioipfelsiure 
verursachen eine ziemlich gleich grofe Hemmung. Cystein,SH-Gluta- 
thion, #-Sulfhydrylpropionsiure, die Kathepsin, wie wir fanden, 
ebenfalls aktiviert 5), oder Ascorbinsiure®) yvermégen die Hemmung 
nicht oder nicht merklich aufzuheben. Eisen(2) kann die hemmende 
Wirkung der e-SH-Carbonsiiuren abschwiichen oder sogar bewirken, 
daB diese merklich aktivieren, bzw. da dariiber hinaus Cystein 
die enzymatische Wirkung noch etwas steigert. Die Art der 
Wirkung des Eisens in Verbindung mit «-SH-Carbonsiuren scheint 
von der Herkunft des Kathepsins, d. h. wohl von Begleitstoffen, 
abhingig zu sein. Die Frage, ob die Hemmung der Proteolyse 
reversibel oder irreversibel ist, kGnnen wir noch nicht beantworten, 

Dieses bemerkenswerte Verhalten der e-SH-Carbonsiuren 
gegen Kathepsin kann noch nicht befriedigend erklart werden. Da 
méglicherweise einige Befunde, die wir gemacht haben, mit dem 
Hemmungsvorgang in Zusammenhang stehen, sollen sie angefiihrt 
werden. Bei der Ermittlung des Aciditiitszuwachses fairben sich 
die Titrationsproben der Spaltungsansiitze, die «-SH-Carbonsiiuren 
enthalten, in der Nahe des Neutralpunktes regelmaBig rétlich bis 
violett. Gleiches beobachtet man auch beim Ammoniakalisch- 
machen einer Probe. In solchen Proben vertieft sich die Farbe 
beim Stehen an der Luft oder beim Schiitteln. Wir schliefen 
aus dem Auftreten der Farbe auf das Vorliegen von komplexen 
Hisen-«-SH-Carbonsiuren in den Spaltungsansiitzen. Es ist sehr 
wahrscheinlich, daB auch die zuerst auftretende Farbe schon yon 
,oxydierten* Komplexverbindungen herriihrt. Bei der Kontroll- 
bestimmung, also in Proben frisch bereiteter Ansitze, treten keine 
Farberscheinungen auf. In Proben aus Ansiitzen, die P-SH-Carbon- 
siuren enthalten, konnten weder zu Beginn noch am Ende des 
Versuches solche oder ahnliche (beim Cystein miiBte die Farbe 
blaustichiger sein) Beobachtungen gemacht werden. Da 2- und 
3-wertiges Eisen unter den eingehaltenen Bedingungen mit «-SH- 
Carbonsiuren praktisch momentan reagieren, kann anfiinglich in 
den Spaltungsansiitzen kein ionogenes Eisen vorliegen. Das Metall 
mu8 also aus komplexer Bindung gelést werden, Wie wir fest- 
stellten, stammt es zum eréBten Teile aus der Enzymlésung.’ 





5) Es scheint, daB ganz allgemein §-SH-Carbonsiiuren aktivieren. Die 
Prifung weiterer B- und auch die von y-SH-Carbonsauren ist geplant. 

6) Vgl. P. Karrer u. F. Zehender, Helvet. chim. Acta 16, 701 (1933). 

7) Auch Gelatine liefert etwas Eisen dazu. Gibt man zu Enzymlésungen 
oder Gelatinelésungen bei py 4—5 Thioglykolsiure und erwirmt auf 30°, 
dann beobachtet man, im ersteren Falle nach ungefihr 30 Minuten, im 
letzteren navh 2 Stunden, beim Ammoniakalischmachen einer Probe eine 
schwache rétliche bis violette Firbung. In den niichsten Stunden nimmt 
die Firbung in Proben der Enzymlésungen noch stark zu. 
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Die Freilegung des EKisens, die anscheinend nur im sauren Ge- 
biete erfolgt, verlauft mit meBbarer Geschwindigkeit. In Proben 
yon Spaltungsversuchen mit Nierenausziigen ist die Farbe schwicher. 
Dies erklart sich durch den geringeren Eisengehalt der Niere im 
Verhaltnis zur Leber und Milz. 

Diese Beobachtungen scheinen darauf hinzuweisen, dab 
a-SH-Carbonsaéuren allein oder in viel ausgepriigterem MaBe als 
6-SH-Carbonsauren befahigt sind, Kisen aus komplexer Bindung 
an sich zu reiBen. Erweist sich diese Deutung unserer Befunde 
als richtig, so liegt es nahe, anzunehmen, da die Hemmung der 
katheptischen Wirkung zustande kommt durch ,,Enteisenung“ eines 
eisenhaltigen Komplexes, dem zu irgendeinem Zeitpunkte eine 
wichtige Rolle bei der Proteolyse zukommt. 

Die Hemmung der katheptischen Wirkung durch e-SH-Carbon- 
siuren kann durch Behinderung der Aktivierung des Enzyms oder 
der Proteolyse verursacht werden. Unser Befund, da8 die Proteo- 
lyse durch Kohlenoxyd nicht beeinfluBt wird, spricht nicht gerade 
fiir eine Beteiligung von komplex gebundenem, 2-wertigem Hisen 
an der Proteolyse.*) Der Befund, daB zugesetztes Eisen die hem- 
mende Wirkung abzuschwiichen vermag, kiénnte im Sinne einer 
Beteiligung dieses Metalls am Aktivierungsvorgang gedeutet werden. 

Die weitere Untersuchung wird noch andere Méglichkeiten zu 
beriicksichtigen haben, z. B. die, daB e-SH-Carbonsiuren einfache 
Hemmungskérper sind oder es durch Begleitstoffe werden 
kénnen. In diesem Falle stinde das Auftreten von ionogenem 
Eisen in keinem ursiichlichen Zusammenhang mit der Hemmung. 
Ist die Aktivierung des Kathepsins mit einem bestimmten Oxydo- 
Reduktionsvorgang verkniipft oder ist dazu Wasserstoff von 
bestimmtem Potential notwendig, dann wire denkbar, da die 
Hemmung durch Verschiebung des Potentials, d.h. durch Be- 
hinderung des Aktivierungsvorganges, zustande kime. 

Das Experiment wird zwischen diesen Méglichkeiten zu ent- 
scheiden haben. : 

Herrn Prof. Szent-Gyérgyi danken wir ergebenst fiir die Uber- 
lassung des Priiparates. 

Versuchsteil. 


Material. “1. Kathepsinlésungen: A. Eiswasserausziige (innerhalb 
30 Minuten bereitet) aus zookinasefreien Schweineleber-, Milz- und Nieren- 
priiparaten Meerschweinchenleber- und Nierenpriparaten und aus Hiihner- 
leberpriiparaten. Auf 1g Organpulver wurden 10 ccm Wasser genommen. 
Die Priparate waren 4-, 6- oder 10 mal vor dem Trocknen mit verdiinntem 
Alkohol behandelt worden. 


*) Vgl. dazu insbesondere die Befunde von L. Michaelis u. K.G.Stern, 
Biochem. Z. 240, 192 (1931). In diesen Versuchen lag u. E. das Metall der 
komplexen Ferriverbindungen in der Ferrostufe vor; Ferricyankalium wird 
in saurer Lésung durch SH-Verbindungen rasch reduziert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XII. 15 








Ernst Maschmann und Erica Helmert, 


210 
Tabelle 1. 


Aktivierbarkeit des Papains durch iquimolare Mengen 
«- und 6-Sulfhydrylcarbonsiéuren. 





























Aciditiitszuwachs in cem 0,05 n-KOH nach 
Zusatz zum Ansatz 2 Stunden | 24 Stunden — 
(10 eem) + : "eg 
ohne Imit 5mg Cystein| ohne Imit 5mg Cystein 
_ 0,50 1,50 0,90 3,02 
12,7 mg Glutathion. . . 1,48 —_ 3,00 | . _ 
4,4 mg Thiohydracryls. . 0,90 1,61 2,55 | ° 3,20 
3,8 mg Thioglykolsiure. | 1,20 — 2,75 — 
4,4 mg Thiomilchsiure . | 0,52 1,25 1,60 2,90 
5 mg Thiobuttersiure . | 0,58 — ; 1,35 a 
5 mg Thioisobutters. 0,58 | 1,48 2,12 3,02 
6,2 mg Thioipfelsiure 0,70 | ~~ 2,46 —~ 
Tabelle 2. 


EinfluB von Mg, Thiacetsiure bzw. Thioharnstoff 
auf die Papainwirkung. 


























Aciditiitszuwachs in cem 0,05 n-KOH nach 
Ansiitze (Vol. 10 cem) an 
1 Stunde | 2 Stunden 24 Stunden 
ne 0,50 0,90 
10 mg Mg(OOCCH,),. . . 0,60 1,08 
wi 0,33 0,92 
se 0,98 2,95 
3,2mg CH,COSH... . 0,75 | 2,30 
6,3 mg Thioharnstoti . 0,05 0,32 
Tabelle 3. 


Wirkung von e- und §-SH-Carbonsiuren 
auf Schweineleber-Kathepsin. 


Eiswasserauszug aus einem 6mal alkoholbehandelten Schweineleberpriiparat. 
2cem mit Am,SO,, NH, und Nitroprussidnatriumlésung: schwach positiv. 











Ansiitze (Vol. 10 ecem) 


Acidititszuwachs in cem 
0,05 n-KOH nach 22 Stunden 





0,5 ccm Ansatz 
nach 22 Stunden 














ohne mit 5mg Cystein + NH,*) 
_ 0,36 | 0,76 jn 
12,7 mg Glutathion .. . 0,74 -- — 
4,4 mg Thiohydracryls. . 0,65 0,73 ~~ 
3,8 mg Thiolgykolsiure . 0,22 0,22 rotviolett 
4,4mg Thiomilchsdure . 0,20 0,26 * 
5 mg Thiobuttersiure . 0,15 0,15 ™ 
5 mg Thio-isobutters. . 0,24 0,21 violett 
6,2 mg Thioipfelsiure 0,25 0,23 ee 


*) Die Farberscheinungen treten 





nicht bei Beginn auf. 
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Fe bedeutet FeSO,-7H,0. 


Tabelle 4. 
Kathepsin, «-SH-Carbonsiuren und Eisen. 
Eiswasserauszug aus dem gleichen Priparat wie in Tab. 3. 








- Ansatz (Vol. 10 ecm) 


Acid.-Zuw. in ccm 0,05 n-KOH n. 24Stdn. 





- mit 5 5 mg Cystein, 





17,8 mg Fe 
Wie 3, nur 17,8 mg Fe. 





Cte SW be 


8, g mg Thioglykols. + 11 D mg Fe 


5 mg Thiobutters. + 17,8 mg Fe . 





Tab 


elle 5. 


w 
a 0,78 
| 


Schweineleber-Kathepsin, «-SH-Carbonsiuren 
und wechselnden Mengen Eisen. 


Hiswasserauszug aus einem 3mal alkoholbehandelten Schweineleberpriparat 


Fe bedeutet FeSO,-7H,0. 




















; | Acid.-Zuw. in cem 0, 05 n-KOH n. 24Stdn. 
5 Ansatz (Vol. 10 cem) 

' ohne _ mit 5 5 mg Cystein 
1 — 0,65 0,95 
2}23mg Fe . . ' 0,66 | 0,97 

3 | 3,8 mg Thioglykolsiure / 0,23 | 0,30 

4| Wie 3411 omg Fe . 0,35 | 0,42 

5 | Wie 3 + 23 mg Fe. . 0,46 | 0,66 

6 | 4,4 mg Thiomilchsiure 0,24 0,32 

7 | Wie 6 + 11,5 mg Fe 0,38 0,52 

8 | Wie 6 + 23 mg Fe . 0,60 0,68 

9 |5 mg Thiobuttersdure . 0,16 0,20 

10 | Wie 9 + 11,5 mg Fe 0,23 0,34 

11 | Wie 9 + 23 mg Fe. . 0,36 0,50 

12 | 5 mg Thio-isobuttersiure 0,22 0,26 

13 | Wie 12+ 11,5 mg Fe. . . 0,37 0,47 

14 | Wie 12 + 23 mg Fe 0,56 0,58 

Tabelle 6. 


Schweinemilz-Kathepsin, «-SH-Carbonsduren und Eisen. 
Milzpriiparat: Milzbrei 5mal mit verdiinntem Alkohol behandelt. Eiswasser- 





— der positive Nitroprussidreaktion gab. Fe bedeutet FeSO,-7H,0O. 





Acidititszuwachs in ecm 0,05n- KOH n. 24Stdn. 





inane Thioséuren 























A } mit 5mg| mit (/mit5mgCystein 
nsatz (Vol. 10 ccm) ohne Cystein | iil ,5mg Fe | ‘und ‘11,5 mg Fe 
0,55 2,12 0,52 | 2,00 
3,8 mg Thioglykolsdure - . | 0,86 0,42 0,78 | 0,92 
omg Thiobuttersiure . . . | 0,26 0,32 0,65 | 0,60 
5 mg Thio-isobuttersiure. 0,31 0,44 0,76 | 0,88 
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Tabelle 7. 
Meerschweinchenleber-Kathepsin, SH-Carbonsiren und Eisen, 


A. Glycerinauszug aus Leberbrei. 3B. Eiswasserauszug aus Leberpulver, 
Die B-Versuche enthielten kein Glycerin. 


























Acidititszuwachs in cem 0,05 n-KOH nach 24 Stdn. 
Ansatz (Vol. 10 ccm) = aE eae" 
ohne mit 5 mg Cystein| mit 11,5 mg FeSO, 
A. — 0,48 0,59 _ 
4,4 mg Thiohydracryls. 0,52 | — aa 
3,8 mg Thioglykols.. . 0,26 | 0,28 | 0,30 
5 mg Thiobutters. . . 0,22 0,26 
B. — 0,64 0,92 | 0,60 
4,4 mg Thiohydracryls. 0,80 se ma 
3,8 mg Thioglykols.. . 0,26 0,30 | 0,65 
4,4 mg Thiomilchs. . . 0,25 0,28 0,59 
5 mg Thiobutters. . . 0,22 0,22 | 0,48 
5 mg Thio-isobutters. . 0,20 0,24 -- 
Tabelle 8. 


Hiihnerleber-Kathepsin, SH-Carbonsiduren und Eisen. 


Eiswasserauszug aus Hiihnerleberpriparat, das vor der Trocknung 6 mal 
mit verdiinntem Alkohol behandelt wurde. 




















Acidititszuwachs in ecm 0,05 n-KOH nach 24 Stdn. 
Ansatz (Vol. 10 ccm) or 
ohne mit 5mg Cystein|mit 11,5 mg FeSO 
ie 0,50 | 1,40 | 0,47 
12,7 mg Glutathion . . 1,35 —- 
4,4 mg Thiohydracryls. 1,05 _- — 
8,8 mg Thioglykols. . 0,45 0,50 | 0,94 
4,4mg Thiomilchs . . 0,41 0,48 | 0,85 
5mg Thiobutters. . . 0,38 0,40 0,70 
5mg Thio-isobutters. . 0,43 0,52 | = 
6,2 mg Thioiipfels. . . 0,50 0,55 | wes 


Tabelle 9. 

Einflu8 von Ascorbinsiure bzw. Eisen auf Kathepsin- 
a-SH-Carbonsiuren in Ansitzen ohne und mit Glycerin. 
Schweineleberpriparat, 2 Jahre alt, 2mal mit verd. Alkohol behandelt. 
Eiswasserauszug. Ascorbinsiure kryst. Priiparat von Prof. St. Gyérgyi. 
Angewandte Menge entspricht 5mg Cystein. Fe bedeutet Ferrosulfat. 























Aciditiitszuwachs in ecm 0,05 n-KOH nach 24 Stdn. 

Ansatz (Vol. 10 ecm) | 7,5 m PP 5 mg Fe | 20°, Glycerin 

| Ascorbins.*) ""’ 11,5 mg Fe 
a 058 | 0,67 056 | — — 

5mg Cystein. ... | 0,90 — — | 0,58 0,69 (?) 

3,8 mg Thioglykols. . | 0,21 | 0,19 | 0,28 _— — 
4,4mg Thiomilchs.. . | 0,23 | 0,21 | — | 0,12 | 0,40 
5mg Thiobutters. . . | 0,14 | 0,16 | 0,30 0,08 {| 0,25 
5 mg Thio-isobutters.. | 0,24 | 0,25 0,35 | 0,15 | 0,30 


*) Probe entfirbt sofort 2,6-Dichlorphenol-indophenol; es lag also noch 
Ascorbinsiiure vor. 
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B. Glycerinausziige aus frischen Meerschweinchenlebern und Schweine- 
nieren. 1 Gew.-Tl. Organbrei mit 2 Vol.-Tl. 87°/,igem Glycerin (0,15°/, 
Essigsiure) wurden 4 Stunden geschiittelt, dann zentrifugiert und das Zentri- 
fugat 24 Stunden bei + 2° filtriert. 

2. 1,5°/,ige Papainlésungen (Papayotinum Merck). 

3. a-Sulfhydrylearbonsiuren: Thioglykolsiure, ein unter N, destilliertes 
Schering - Kahlbaumpriparat, Thiomilchsiiure von Schering-Kahlbaum 
und ein aus Brenztraubensiiure dargestelltes Priiparat, das uns Herr 
Dr. Burschkies freundlichst iiberlieB. Das Verhalten beider Priparate 
cegeniiber Kathepsin war das gleiche. Thiobuttersiure, Thio-isobuttersiure 
und Thioipfelsiure stellten wir uns nach E. Biilmann’®) her. 

4, 8-Sulfhydrylearbonsiuren: Cystein-HCl von Th. Schuchhardt, 
Gérlitz; SH-Glutathion kryst. von F. Hoffmann-La Roche, Basel. Die 
hiohydracrylsiure stellten wir nach E. Biilmann’) dar. 


Methoden. Bestimmung der katheptischen Wirkung durch titrimetri- 
sche Ermittlung des Acidititszuwachses nach R. Willstitter und E. Wald- 
schmidt-Leitz. Titrationsprobe 2 ccm (Doppeltitration). Fiir 10 eem 
Spaltungsansatz wurden in allen Versuchen 2,50 ccm wiiBriger bzw. glycerin- 
haltiger Auszug benutzt. Spaltungsansitze mit Wasserauszug enthielten kein 
Glycerin, wenn in den Tabellen nichts anderes angegeben ist. py, 4 wurde 
mit n-Essigsiure eingestellt. Versuche wurden bei 30° unter N, ausgefiihrt. 

Papainbestimmung nach R. Willstitter und W.Grassmann. Aci- 
dititszuwachs in 2 cem des Ansatzes ermittelt (Doppeltitration). p,;, 5 wurde 
mit Citratpuffer eingestellt; ¢= 40°. Ansiitze standen unter Nj. 


Tabelle 10. 
EinfluB von Kohlenoxyd auf die katheptische Wirkung. 


Eiswasserauszug aus einem Schweineleberpriiparat, das 3mal vor dem 
Trocknen mit verdiinntem Alkohol extrahiert wurde. Das Kohlenoxyd 
(aus Ameisensiure) wurde mit 2n-Natronlauge und Wasser gewaschen. 
Die GefiBe mit den Spaltungsansiitzen wurden evakuiert, mit CO gefiillt, 
erneut evakuiert (15 mm) und wieder mit CO gefiillt. Der Ansatz stand 
wiihrend der Versuchsdauer unter CO (etwa */,, Atm.) und wurde ge- 
schiittelt (100 Schiittelperioden pro Minute). 











Aciditétszuwachs in cem 
Spaltungsansatz (Vol. 10 cem) 0,05 n-KOH nach 24 Stdo. 
ohne mit 5 mg Cystein 
Unter '/,, Atm. N, . . , 0,65 0,93 
ee 0,67 0,92 
Unter 1/,, Atm. CO. } = a 





Ausziige, durch die wir lingere Zeit CO durchleiteten, bevor sie mit 
den anderen Bestandteilen des Ansatzes gemischt wurden, verhielten sich 
genau so wie unbehandelte. 


Nachtrag bei der Korrektur: a,a’-Dipyridyl iibt weder 
auf Kathepsin noch auf Papain einen besonderen EinfluB aus. 
Dipyridylhaltige Spaltungsansiitze firben sich nach kurzer Zeit 





*) Liebigs Ann. 339, 351 (1905); 348, 128 (1906). 
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rosa; die Farbe vertieft sich wihrend des Versuches. Das mit 
Dipyridyl nachweisbare Eisen entstammt zum groé8ten Teile der 
Gelatine. Seine Menge ist viel geringer als die des Kisens, das in 
Ansiitzen mit «-SH-Carbonsiuren nachzuweisen ist; dieses riihrt 
hauptsichlich aus der Enzymlésung her. 

Das Aktivierungsvermigen ‘quimolarer Mengen Cystein, 
SH-Glutathion, Thiohydracrylsiure und Vitamin C gegeniiber 
Kathepsin, das nach unseren Messungen in der Reihenfolge, wie 
die Substanzen angefiihrt sind, etwas abnimmt, kann durch Hisen 
noch merklich gesteigert werden. Hine solche Wirkungssteigerung 
war aber nicht bei allen daraufhin untersuchten Kathepsinlésungen 
zu beobachten. 

Nach P. Karrer und F. Zehender®) wird Kathepsin, aber 
nicht Papain durch Ascorbinsiiure aktiviert.’°) Wir fanden, dai 
Papain durch VitaminC gehemmt!'), durch Vitamin C und Hisen 
aktiviert wird und zwar fast so weitgehend wie durch Cystein. 
Dabei treten nachweisbare Mengen Sulfhydryl nicht auf. Die 
Hemmung wird durch Cystein aufgehoben. Es ist bemerkenswert, dab 
die Aktivierung des Papains durch den Komplex (Vitamin C-Eisen) 
erst nach lingerer Versuchsdauer einsetzt. Hine ,,Voraktivierung” 
erscheint nicht méglich. Ahnliches haben wir bei der Aktivierung von 
Papain durch Thiomilchsiure oder Thiobuttersiure beobachtet. 














Aciditiitszuwachs 

Zusiitze zu 10 ccm Papainansiitzen in cem 0,05n-KOH 

_nach 20 Stdn. bei 40° 
_ 1,68 
5,15 mg FeSOQ,-7H,O ....... ee 1,65 
fe Pee bas. is tm scare 2,42 
5,0 mg Cystein+5,715mg Fe .......... 2,54 
78 -mgp Vein O® ...... Se ee ae 0,50 
ES ee ee 0,45 
1,8 mg VitaminC ...... eae 0,46 
7,3 mg VitaminC + 5 mg Cystein elie: inte occtecke ae . 2,38 
7,5 mg VitaminC + 5,75mgFe......... 2,82 
5,0 mg VitaminC + 5, 15 ea ee 2,34 


Wihrend unsere verschiedenen Beobachtungen am Kathepsin 
auf eine Beteiligung von Eisen bei der Aktivierung hindeuten, 
zeigen unsere Befunde am Papain zum ersten Male, daB Hisen 
von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Aktivierung einer intra- 
celluliiren Proteinase sein kann. 


10) Dioxymaleinsiiure bzw. Glykolaldehyd, die ziemlich das gleiche 
Reduktionsvermégen wie Vitamin C besitzen, hemmen Kathepsin. 

") Vitamin C wird zum Hemmungskérper durch Verunreinigungen der 
Gelatine; diese beeinflussen auch das Aktivierungsvermégen des Komplexes 
Vitamin O-F,. 
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Nachtrag zu unserer Arbeit: 
Zur Kenntnis der katheptischen Proteinase. (Bd. 219, S. 99.) 
Von 
Ernst Maschmann und Erica Helmert. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1933.) 


Das Kathepsin in kinasefreien Organpriiparaten und in den 
daraus bereiteten Ausziigen soll bekanntlich nach E.Waldschmidt- 
Leitz und Mitarbeitern proteolytisch unwirksam sein.') Wir 
fanden dagegen einen Teil des in solchen Priparaten enthaltenen 
Kathepsins gegeniiber Gelatine enzymatisch wirksam.*?) Da an- 
wesende Kinase (SH-Glutathion) fiir die Wirksamkeit dieses 
Enzyms nicht in Frage kommen konnte, bezeichneten wir es als 
,vollaktives“ Kathepsin. 

Wir haben unsere friiheren Ergebnisse an Meerschweinchen-, 
Hiihner- und Schweineleberpriiparaten nachgepriift, die zur Ent- 
fernung léslicher SH-Verbindungen vor der Alkohol—Athertrock- 
nung’) solange mit verdiinntem Alkohol behandelt wurden, bis 
im Alkoholextrakt, der unter N, stark eingeengt war, keine SH- 
Verbindungen mehr festzustellen waren. Dazu bedurfte es einer 
10maligen Behandlung des Organbreies mit waBrigem Alkohol. 
Die katheptische Wirkung solcher Leberpriparate ist — trotz 
fehlender Kinase — gro8: In der Regel vermégen 80 und mehr 
Prozent des darin enthaltenen Kathepsins, Gelatine zu spalten, 
wenn man den Spaltungsversuch mit Organpulver bei anaeroben 
Bedingungen ausfihrt. Der Aktivierungszustand des Knzyms in 
Priparaten, die ein und demselben Ausgangsmaterial entstammen, 
ist ziemlich derselbe, wie oft auch die Alkoholbehandlung des 
Organbreies nach der Glutathionentfernung noch fortgesetzt wird. 
Ebenso wurde der Aktivierungszustand des Enzyms in Priparaten 
aus Schweine-, Meerschweinchen- und Hiihnerlebern nur wenig 
verschieden voneinander gefunden. 


Eine mehr als 5stiindige Behandlung des Organbreies mit verdiinn- 
tem Alkohol wird vom Kathepsin verhiltnismiBig gut tiberstanden. Wir 


' Z. B. E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek und 
E. Blum, Diese Z. 188, 17 (1930). *) Diese Z. 216, 141 (1933). 

‘) Bei der Trocknung darf kein Aceton benutzt werden, da Spuren 
davon mit Nitroprussidnatrium violette Farbe geben. Wir benutzten auch 
peroxydtreien Ather zum Trocknen. 








216 Ernst Maschmann und Erica Helmert, 


haben den Eindruck, daB die geringe KinbuBe an katheptischer Wirkung, 
die 6- bzw. 10 mal alkoholbehandelte Priparate gegeniiber weniger oft be- 
handelten zeigen — wir fanden z. B. Unterschiede von 30°/, —, nicht nur 
von einer irreversiblen Enzymschidigung herriihrt. Die Wirkungseinbuge 
kann auch, wenigstens zum Teil, mit der bei fortschreitender Alkohol- 
behandlung geringer werdenden Benetzbarkeit und zunehmenden Verklum- 
pung der Priparate zusammenhingen. Die langdauernde Alkoholbehandlung 
des Organbreies hat ferner zur Folge, da8 der Kathepsin-EiweiBkomplex 
durch fortschreitende Denaturierung schwerer léslich wird, kenntlich nicht 
nur an dem Geringerwerden des Enzymgehaltes in den Ausziigen, sondern 
auch daran, daB das Verhiiltnis von lislichem zu schwer bzw. unldéslichem 
Enzym, das z. B. in einem 3 mal alkoholbehandelten Leberpriiparat 87 : 23 
war, sich umkehrt und in dem 10 mal alkoholbehandelten Priiparat des 
gleichen Ausgangsmaterials 34:66 betrug. 

In den wiBrigen Ausziigen auch aus 10 mal alkoholbehandelten 
Organpriiparaten lieB sich regelmiBig — wenn auch in wechselnder 
Menge — ,,vollaktives‘ Kathepsin nachweisen. Unter den zabl- 
reichen in letzter Zeit fiir andere Zwecke bereiteten ,,Eiswasser- 
ausziigen“ aus zookinasefreien Organpriiparaten befand sich nw 
ein EKinziger und zwar aus einem Schweinemilzpriparat, der 
praktisch kein ,,vollaktives* Enzym enthielt. Von zwélf glycerin- 
haltigen Ausziigen enthielt einer aus 10mal alkoholbehandelten 
Meerschweinchenlebern praktisch kein wirksames Enzym. 

Die Nachpriifung unserer friiheren Untersuchung hat also 
die Richtigkeit unserer experimentellen Angaben bestiitigt. Unsere 
Folgerungen daraus, soweit sie die Frage betreffen, warum das 
Kathepsin ohne Kinase (SH-Glutathion) wirksam ist, bediirfen 
einer Erginzung. Denn fiir die Beurteilung der: Wirksamkeit des 
»Vollaktiven“ Enzyms in kinasefreien Organpriparaten und in dar- 
aus bereiteten Ausziigen ist von Bedeutung, daB in diesen weniger, 
in jenen sehr viel mehr SH-Proteine neben SS-Proteinen vorkommen. 
Die Menge der durch die Nitroprussidreaktion erfaBbaren SH- 
Proteine nimmt in den Priiparaten vom gleichen Ausgangsmaterial 
mit fortschreitender Alkoholbehandlung ab, ebenso wie die in 
Lésung gehenden SH-Proteine. Es scheint demnach, daf dic 
SH-Gruppen der Proteine nicht nur durch Denaturierungsvor- 
giinge entstehen, sondern daB mindestens ein Teil der _,,fixen” 
SH-Gruppen schon im nativen OrganeiweiB vorliegen, wie dies 
z. B. von F. G. Hopkins‘) angenommen wird. 

Es ist bemerkenswert, daf das im Spaltungsversuch mit 
Organpulver in Lésung befindliche Kathepsin durch die unlés- 


*) Z. B. in Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik der Fermente, 
Leipzig 1929, S. 1150. 
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lichen SH-Proteine aktiviert wird. Die fixen SH-Gruppen 
sind, wie schon Hopkins fand, sehr viel widerstandsfiahiger gegen 
molekularen Sauerstoff als die SH-Gruppen der Carbonsiiuren. 
Ein 14 Tage mit feuchtem Sauerstoff geschiitteltes Organpulver 
yeigte noch die gleiche Nitroprussidreaktion wie das Ausgangs- 
material; auch der Aktivierungszustand des darin enthaltenen 
Kathepsins hatte nicht meBbar gelitten. 

Wenn auch das ,,vollaktive“ Kathepsin nur durch anwesende 
SH- und SS-Proteine wirksam ist, deren gleichzeitiges Vorhanden- 
sein in der Zelle ungewiB ist, so sind wir nach wie vor der An- 
sicht, daB ,,die Beteiligung des Kathepsins an der intracelluliren 
EiweiBumformung ein normaler physiologischer Vorgang“ ist ,,und 
als soleher an sich nicht befihigt, eine pathologische Verinde- 
rung der Zelle bzw. Zellzerfall herbeizufiihren“.’) 


Versuchsteil. 


Im folgenden werden einige Beispiele unseres Versuchsmaterials als 
Belege angefiihrt. Um die proteolytische Wirkung zu ermitteln, verfuhren 
wir wie friher angegeben wurde.*) Die Spaltungsansiitze mit Organpulver 
wurden geschiittelt (100 Schiittelperioden pro Minute). 


Beispiel 1. 

Schweineleberpriiparate: Eine frisch vom Schlachthof bezogene 
Schweineleber wurde nach dem Waschen unter der Brause und dem Ab- 
trocknen mit Filtrierpapier, von anhaftendem Fett usw. befreit und dann 
3mal durch die Fleischmaschine geschickt. Der Brei wurde durch ein 
feines Drahtsieb getrieben und hierauf mit 2 Vol. 96°/,igem Alkohol 
', Stunde auf der Maschine geschiittelt. Extrakt und Riickstand durch 
Filtration getrennt. Riickstand mit dem gleichen Volumen 70°/,igem Alko- 
hol ebenso behandelt. Nach der 3., 6. und 10. Extraktion wurde jeweils 
ungefiihr '/, des Riickstandes mit Alkohol-Ather getrocknet (Priip. 3,6 und 
10). Das Trockenmaterial wurde staubfein gepulvert und dann gesiebt. 

Es wurde untersucht: A. Glycerinauszug, dargestellf aus 1 Gew.-T). 
Pulver und 10 Vol.-Tl. 87°/, igem Glycerin, 4 Stunden bei 30°, Suspension 
zentrifugiert, Restlésung 24 Stunden bei +2° filtriert. B. Eiswasserauszug, 
bereitet innerhalb 30 Minuten aus 1 Gew.-Tl. Pulver und 10 Vol.-Tl. Eis- 
wasser durch 6 Minuten langes Schiitteln in Eiswasser; kurzes Zentrifugieren 
der Suspension und Filtrieren der Restlésung. C. Organpulver. 

Von den Ausziigen wurden immer 2,50 cem, vom Pulver 0,100 g im 
Ansatz von 10 eem angewandt. Der in den ,,Pulveransiitzen“ ermittelte 
Aciditiitszuwachs ist auf 0,250 g¢ Pulver, entsprechend 2,50 eem Auszug, 
umgerechnet. 

Die Spaltungsansiitze wurden mit Ausnahme des letzten Versuches in 
N, ausgefiihrt. t = 30°; Dauer 24 Stunden. 


*) E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 216, 146 (1933). 
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Tabelle 1. 


























un 
Aciditiitszuwachs in ccm Akti- = 
Ansiitze (Vol. 10 ccm) sabe beso 2 mire 16 5 il . 
| : zustand wa 
nicht aktiviert! ™t > mg .. 0 vol 
: ‘Cystein aktiviert} in °/, 
= a ————— 4 
Glycerinausziige. Me 
Priip. 3 0,35 0,60 60 ~ 
a. 0,15 0,52 29 Die 
» 10 ne 0,12 0,50 24 Na 
Wasserausziige (Ansiitze ohne Glycerin). Ma 
Se ee ee 0,65 1,06 61 get 
OE Go Re laa ge 0,48 0,93 52 
5 10 La oe ee 0,33 0,80 40 de! 
Organpulver (ohne Glycerin).*) Tr 
Prip. 3 ee 2,20 2,63 83 - 
, 3, nach 5 Min. entfernt**) 1,40 2,30 61 
a ea ee eee 1,95 2,33 83 ™ 
» 6, nach 5 Min. entfernt . 1,18 2,00 59 
?.— Re re 1,25 1,80 70 
;, 10, nach 5 Min. entfernt . 0,00 0,53 
» 10, ohne Gelatine... . — 0,00 
» 10, unter O, 0,70 — 








*) Angaben sind Mittelwerte zweier gleich durchgefiihrter Versuche. 
**) Durch Absaugen auf angewirmter Nutsche; das Filtrat wurde in den 
Thermostaten gebracht. Py 
Beispiel 2. 

Hiihnerleber-Priaiparate. 4 Lebern normaler zur Plasmagewinnung 
entbluteter Hiihner wurden im Porzellanmérser zerrieben und der Brei 
durch ein Drahtsieb getrieben. Dieser Leberbrei wurde mit 96°/, igem p 
Alkohol (1 Gew.-Tl. Brei auf 2 Vol.-Tl. Alkohol) #/, Stunde auf der Maschine ‘ 
geschiittelt. Dann wurde der Extrakt abgetrennt und der Riickstand genau 
so mit 70°/,igem Alkohol weiterbehandelt. Nach der 5. Extraktion wurde 


Tabelle 2. Pr 




































Acidititszuwachs in eem Akti- 
Ansiitze (Vol. 10 ecm) ateteatlabeaini etalon a, . 
2 .| mit 5m eusvane r 
Rpout autiveens Cystein aktiviert in °/, 
Glycerinausziige. Pr 
ee ee »22 0,70 30 
, 10 - Say 0,22 0,58 38 
Wasserausziige (Ansiitze ohne Glycerin). 
Priip. 5 0,40 1,29 3 
» 10 ay 0,25 1,04 24 Pr 
Organpulver (ohne Glycerin). | 
Si Cee 2.40 3,23 74 
» 9, nach 5 Min. entfernt 0,60 1,95 3 
af RR Pech 2.25 2,78 80 
», 10, nach 5 Min. entfernt 0,55 1,60 3 
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ungefihr die Hilfte, nach der 10. der Rest des Riickstandes mit Alkohol- 
Ather getrocknet und das lufttrockene Material gepulvert und gesiebt 
(Prip. 5. und 10). 

Wie im Beispiel 1 wurden untersucht: A. Glycerinauszug; B. Eis- 
wasserausZzug — C. das Pulver. Es wurde genau so verfahren, wie im 
vores nae Beispiel 38. 

Meerschweinchenleber-Priparate. I. 15 Lebern von normalen 
Meerschweinchen, die zur Gewinnung von Komplement entblutet wurden, 
zerrieben wir im MoOrser und trieben den Brei durch ein feines Drahtsieb. 
Dieser Leberbrei wurde wie in den obigen Beispielen mit Alkohol extrahiert. 
Nach der 3. und 6. Extraktion wurden je 1/,;, nach der 10. der Rest des 
Materials mit Alkohol-Ather getrocknet. Trockenmaterial gepulvert und 
gesiebt (Priip. 8, 6 und 10). 
~ TI, 10 Lebern ebenso behandelt. Nach der 5. wurde die Hilfte, nach 
der 10. Extraktion der Rest des Materials getrocknet (Prip. 5 und 10). Das 
Trockenpulver wurde gesiebt. Untersucht wurden: Glycerin- und KEis- 
wasserausziige und die Priiparate. 

Die Spaltungsversuche wurden, mit Ausnahme zweier, unter N, 

















-hgefiihrt. ; 
durchgettihr Tabelle 3, 
Aciditaitszuwachs in ccm Akti- 
0,05 n-KOH ri . 
Ansiitze (Vol. 10 cem) ditecania aie pric 
, ie mit 5 mg 
nicht aktiviert Cystein aktiviert} in °/, 
a Glycerinausziige. : ; - 

Se ees ee 0,20 0,51 40 
We 6 ere es & 88S 0,10 0,42 24 
a eee 0,06 0,41 — 

Wasserausziige (20 °/, Glycerin). 
ROO see Ue «BS 0,33 | 0,72 4} 
ge MiP aruvdtah os 4 0,20 | 0,51 40 
10. be alias 0,12 0,45 27 
Leberpulver (ohne Glycerin). 

ee ee ee eee 1,75 | 2,25 78 
Das Mae ek gs 1,35 | 1,75 77 
PS ss re es 1,28 | 1,58 81 

Il. Glycerinausziige. 

a ee 0,58 0,74 78 

Pe Re ee 6 eS 0,35 0,67 52 
Wasserausziige. 

Pl Weis EA 0,68 1,16 59 
4 (mit 20 °/, Glycerin) 0,42 0,70 60 
eee Gt a 0,35 0,87 40 
10 (mit 20°/, Glycerin) 0,28 0,52 54 

Leberpulver. 

Pil A. a eee es oo, 5 2,38 2,70 838 
4 (mit 20°/, Glycerin) 1,30 1,45 90 
he, 1,60 — 
et rs ee 2,23 2,60 86 
10 (mit 20°/, Glycerin) 1,05 1,13 93 
10, unter O, . eo 
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Beitrige zur Chemie der Meerestiere. 
I. Mitteilung. 
Untersuchungen an dem Schwamm Microciona prolifera. 

Von 


Werner Bergmann und Treat B. Johnson.’) 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale-University, New-Haven, Conn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1933.) 


Wahrend in den unverseifbaren Anteilen der Fette von Verte- 
braten und anderer héher organisierter Tiere fast ausschlieBlich 
nur Cholesterin gefunden worden ist, konnte gezeigt werden, dai 
in einigen Tierklassen, wie z. B. Insekten, Echinodermen und 
Schwiimmen, vom Cholesterin verschiedene Sterine vorhanden sin. 
Uber Sterine der Schwiimme liegen 2 Arbeiten vor, die vergchie- 
dene Sterine beschreiben. Henze’) (1904) gewann aus Suberites 
domuncula, einem roten Schwamme des Mittelmeeres, ein Sterin, 
das vom Cholesterin ganz verschieden war. Er nannte es Spongo- 
sterin und schrieb ihm die Formel ©,,H,,.O zu. 5 Jahre spiiter 
isolierte Dorée*) aus dem gelben Schwamm Cliona celata ein 
Sterin, das sowohl vom Cholesterin als auch vom Spongosterin 
verschieden war. Er hielt es fiir isomer mit dem Cholesterin 
C,,H,,O und nannte es Clionasterin. Seit jener Zeit sind anscheinend 
keine weitere Untersuchungen iiber die Sterine der Schwiimme 
bekannt geworden. 

Im Verlauf unserer Untersuchungen an den Lipoidfraktionen 
niederer Tiere studierten wir den unverseifbaren Anteil des Ather- 
extraktes von Microciona prolifera, eines tiefroten Schwammes. 
der gelegentlich im Long Island Sund recht hiufig ist. Ktwa 
16—17°/, des getrockneten Schwammes lassen sich mit Ather 
extrahieren. Das Fett stellt eine tiefrote Masse butteriihnlicher 
Konsistenz dar, die nach einigem Stehen unter Abscheidung flacher. 
cholesterinihnlicher Krystalle vollstindig erstarrt. Der nach der 


') Sterling Professorship of Chemistry Research Fellow. 
*) Diese Z. 41,109 (1903); 55, 427 (1908). °) Biochemie. J. 4, 92 (1909). 
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Digitonidmethode bestimmte Steringehalt des unverseifbaren Anteils 
betrug 7,8°/, des Fettes oder 1,25°/, des trocknen Schwammes. 
Mindestens 90°/, des Sterins sind im Schwamme in freier un- 
veresterter Form vorhanden. 

Das Sterin, das nach der im Versuchsteil beschriebenen 
Methode gereinigt wurde, schmolz bei 126—127° Es krystalli- 
siert aus Methanol in Nidelchen oder Prismen. Sein spezifisches 
Drehungsvermégen in Chloroform ist [o]?!° = — 29,76° Uber das 
Acetat und Digitonid gereinigte Produkte zeigten die gleichen 
Kigenschaften. Das Acetat des Sterins schmilzt bei 125—126°, 
das Propionat bei 128°. Der Benzoesiureester beginnt bei 143° 
zu schmelzen, wobei er sich tiefviolett fairbt, bei 145° farbt er 
sich smaragdgriin und wird bei 146° klar. Die Analysen des 
Sterins und seiner Derivate stimmen gut fiir eine Formel C,,H,,0. 

In folgender Tabelle sind die Daten des Sterins und seiner 
Derivate mit denen des Spongosterins und Clionasterins verglichen. 





























—— — -—" Wisaes to 6 
Spongosterin 124 — 19,59 124 135—136 128 
Clionasterin 137—138 | — 37,04 | 133—134 141 
(klar bei 143-144) 
Sterin von 126—127 | — 19,76 | 125—126 128 143 
Microciona (klar bei 146) 


Die Daten des Spongosterins und unseres Sterins zeigten in 
mancher Beziehung solche Ubereinstimmung, daB ein direkter 
Vergleich beider Substanzen erwiinscht war. Dies wurde uns er- 
mdglicht durch die Liebenswiirdigkeit von Prof. Henze, der uns 
etwas Spongosterin und Spongosterinpropionat zur Verfiigung stellte. 
Das Spongosterin schmolz nach 2maligem Umkrystallisieren bei 
119—124*°. Von den Derivaten der beiden zu vergleichenden 
Sterinen zeigten die Benzoate den gréBten Unterschied im Schmelz- 
punkt. Da jedoch das Spongosterinbenzoat durch Erhitzen von 
Spongosterin mit Benzoylchlorid auf 160° dargestellt war, wiihrend 
unser Sterin in Pyridinlésung in der Kilte mit Benzoylchlorid 
verestert worden war, so bestand eine gewisse Méglichkeit, daB 
(ie unterschiedliche Darstellungsweise zu verschiedenen Produkten 
fihrte. Spongosterin wurde deshalb ebenfalls in Pyridinlésung 
benzoyliert. Das Benzoat schmolz jedoch bei 128°. Spongosterin 
ist also von unserem Sterin verschieden. Die Verschiedenheit 
konnte auch durch das Verhalten bei der Sterin-Benzopersiure 
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gegeniiber nachgewiesen werden. Das Sterin von Mikrociona addiert 
leicht ein Mol Sauerstoff, wihrend Spongosterinpropionat nicht 
mit Benzopersiure reagiert. Spongosterin scheint also gesiittigt 
zu sein, was Henze bereits vermutet und in der Formel zum 
Ausdruck gebracht hat.?) 

Zum direkten Vergleich unseres Sterins mit Clionasteriy 
stand uns zuniichst nichts von dem letzteren zur Verfiigung, 
Im Verlaufe unserer Untersuchung an anderen Schwimmen ge. 
lang es uns jedoch, aus einem Schwamme der Gattung Cliona ein 
Sterin zu isolieren, das den Schmelzpunkt des Clionasterins, 
137—138° besaB und im wesentlichen die fiir Clionasterin an- 
gegebenen Kigenschaften zeigte. Es erwies sich als von unserem 
Sterin verschieden. Nach Dorée’) gibt Clionasterin ahnlich wie 
Cholesterin ein schwerlésliches Dibromid. Versetzt man dagegen 
eine Atherlésung des Sterins von Microciona mit Brom in Kis. 
essig, so scheidet sich nach 24 stiindigem Stehen auf Eis nur ein 
geringer, teilweise amorpher Niederschlag ab, der bei 100—110° 
schmilzt. Er scheint einer zu vernachlissigenden Verunreinigung 
za entstammen. Reinstes Acetat gab unter den gleichen Beding- 
ungen nach 24 stiindigem Stehen keine Spur eines Niederschlages. 

Auf Grund dieser Ergebnisse schlieBen wir, daB® das Sterin 
des Schwammes Microciona prolifera von den bisher bekannt ge- 
wordenen Sterinen der Schwiimme verschieden ist. Zur Unter- 
scheidung von diesen schlagen wir den Namen Mikrocionasterin 
vor. Wir nehmen an, da8 Mikrocionasterin ein einheitlicher Stofi 
ist, sind uns jedoch im Hinblick auf die beim Sitosterin gemachten 
Erfahrungen bewuB8t, daB erst eine genaue Untersuchung griBerer 
Mengen von Mikrocionasterin, die nicht ganz einfach zu beschatien 
sind, zeigen kann, ob diese Annahme zu Recht besteht. 

Die Hydroxylgruppe des Mikrocionasterins laBt sich leicht 
mit Hilfe von Phosphorpentachlorid durch Cl ersetzen. Das Mikro- 
cionasteryl-chlorid krystallisiert in kleinen Blittchen und schmilzt 
bei 102—104°, Mit Natrium und Amylalkohol l48t es sich zu 
einem gut krystallisierenden Kohlenwasserstoft, dem Mikrocion- 
asten, C,,H,,, reduzieren. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


’) Fiir den gesiittigten Charakter des Spongosterins spricht auch die 
Tatsache, daB ein 25 Jahre altes Priiparat weder die typische Braunfarbung, 
noch den scharfen Geruch alter ungesiittigter Sterine besaB. 

) A. a. ®. 
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liert Bemerkungen iiber den Farbstoff von Microciona prolifera. Wird 
icht der lipoidlésliche Farbstoff des im Vakuum getrockneten 
tigt Schwammes nach der von Kuhn und Brockmann ausgear- 


zum peiteten Trennungsmethode fiir Carotinoide untersucht, so zeigt 
sich, daB sich die Hauptmenge des Farbstoffs wie ein Kohlen- 
wasserstoff verhilt. Er erscheint in der orangegefirbten Fraktion 


erin 

ing, des Lycopins und Carotins. Wird die Benzinlésung durch eine 
gen Mischung von Fasertonerde und Aluminiumoxyd filtriert, so wird 
ein ein geringer Teil des Farbstoffes in Gestalt eines roten Ringes 
ins, in der obersten Lage der Mischung absorbiert. Beim Nach- 
an- §  waschen mit Benzin kann dieser Ring nicht entfernt werden. 
‘em Es ist anzunehmen, daB er von Oxydationsprodukten des Pigments 
wie | gebildet ist. Der andere Hauptteil des Farbstoff wird als orange- 
ven | roter Ring adsorbiert, der langsam in der Filtriermischung nach 
Lis- unten wandert und sich ganz mit Benzin auswaschen liBt. Die 
ein Benzinlésung zeigt zwei wenig scbarfe Absorptionsbanden mit 
(0° — Maxima bei 480 und 450. Die atherische Liésung des Pigmentes 
ing | gibt mit Salzsiure eine tiefblaue Farbenreaktion. Es ist uns bis- 
ng. _ her nicht gelungen, den Farbstoff in analysenreiner, krystallisierter 
es, | Form zu erhalten. Es wurden bisher nur einige Milligramme 
rin § von Krystallen erhalten, die unscharf bei 167° schmolzen. Zur 
¥- weiteren Reinigung war jedoch die Menge unzureichend. Die 
or. Ergebnisse unserer bisherigen Versuche scheinen anzudeuten, dab 
in das rote Pigment von Microciona prolifera den Karotinen aufer- 
of § ordentlich nahe steht, vielleicht auch identisch mit einem von 
en _ thnen ist. 

er Bemerkungen iiber den Jodgehalt von Microciona prolifera. Der 


Jodgehalt wurde nach der von Kendall’) fiir die Schilddriise 
ausgearbeiteten Methode bestimmt. Vom Friihjahr bis Herbst 
ht erwies sich der Jodgehalt der trockenen fettfreien Substanz als 
ziemlich konstant 0,25—0,30°/,. 





"" 

Zt 

A Versuchsteil. 

n- Gewinnung von Mikrocionasterin. Die Schwiimme werden méglichst 
bald, nachdem sie gesammelt worden sind, sorgfiltig von Algen, Muscheln, 
Krebsen usw. gereinigt, in kleine Stiicke gesehnitten und auf Hiirden im 
Vakuum bei 40° schnell getrocknet. Das getrocknete Material wurde dann 
in einem groBen Soxhletapparat erst mit Aceton und dann mit Ather oder 

ie oder Petrolither extrahiert. Wenn das Lésungsmittel die Schwiimme klar 

g, _ durchlief wurde die Extraktion abgebrochen und das Lésungsmittel ver- 





') J. of biol. Chem. 43, 149 (1920). 
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dampft. Es hinterblieb eine dunkelrote Masse butterdhnlicher Konsistey, 
aus der sich bald Sterinkrystalle abschieden. 

10 g des Extraktes wurden dann mit 20 ccm 15°%/,iger alkoholische; 
Kalilauge 30 Minuten lang auf dem Wasserbade erhitzt, dann mit 60 cep, 
Wasser versetzt und nach dem Erkalten erst mit 80 und dann nochmal 
mit 40 ccm Ather ausgeschiittelt. Nach dem Waschen und Trocknen wurde 
die Atherlésung eingedampft. Es hinterblieben 1,2—1,5 g eines stark 
orangegefarbten krystallinen Riickstandes. Er wurde in eine Hiilse gefiillt 
und mit Methylalkohol extrahiert. In der Hiilse hinterblieben geringe 
Mengen einer amorphen organischen Substanz. Aus der Lésung schieden 
sich beim Erkalten Nidelchen oder Prismen ab, die noch stark gefirb 
waren. Das Sterin halt Spuren von Pigment hartniickig fest. Durch Kochen 
mit Tierkohle und hiufiges Umkrystallisieren lassen sie sich nur schwer 
entfernen. An Luft und Sonnenlicht wird das Pigment dagegen in wenigen 
Minuten zu farblosen Substanzen oxydiert. Nach 2 maligem Umkrystalli. 
sieren schmolz das Sterin bei 120—125° und zeigte ein optisches Drchungs- 
vermégen von —18,11°% Nach fiinf weiteren Umkrystallisierungen war 
der Schmelzpunkt auf 126—127° und die Drehung auf — 19,80° gestiegen. 
Wihrend finf weiteren Umkrystallisierungen trat keine Anderung dieser 
Eigenschaft auf. 

Mikrocionasterin libt sich beim langsamen Erkalten seiner methy!. 
alkoholischen Lésung in schénen oft zentimeterlangen Prismen erhalten, die 
beim Absaugen auf der Nutsche als lockeres, leichtes Material hinterbleiben. 
Mikrocionasterin gibt die Liebermann-Burchardtsche Reaktion 
ebenso wie Cholesterin. Bei der Salkowsky-Probe firbt sich die obere 
Schicht zunichst nicht, erst nach 30 Minuten wird sie etwas rot. Die untere 
Schicht wird gelb mit griiner Fluorescenz. Mikrocionasterin zeigt kein 
charakteristisches Absorptionsspektrum im Ultraviolett. Es ist leicht léslich 
in Ather, Chloroform, Aceton, Essigester, wenig in kaltem Alkohol. Wie 
Cholesterin enthalt es Krystallwasser, das sich erst durch lingeres ‘Trocknen 
im Vakuum bei 100° entfernen lift. Das getrocknete Sterin wurde zu 
Analyse benutzt. 


5,193 mg Subst.: 15,96 mg CO,, 5,58 mg H,O. 
C,,H,,O Gef. C 83,84 H 12,03 Ber. C 83,86 H 12,00. 


503,2 mg in 25 eem CHCl,. 
1=2dm, « =— 1,013°, [#]?1° =— 19,80°. Durchschnitt aus 10 Be- 
stimmungen [a]?1° = — 19,76° 


Mikrocionasterin wurde in der iiblichen Weise mit Benzopersiiure 
titriert. Nach 24 Stunden hatten 23,02 mg Substanz 0,896 mg akt. O, eat 
sprechend 0,943 Doppelbindungen, verbraucht. Die gleiche Menge hatte 
nach 48 Stunden 0,96 mg akt. 0, entsprechend 1,008 Doppelbindungen, aut: 
genommen. Die Temperatur wéhrend der Versuchsdauer betrug 0°. 

Unter den gleichen Bedingungen hatten nach 48 Stunden 78,9 mg 
Spongosterinpropionat nur 0,29 mg akt. O, entsprechend 0,07 Doppelbin- 
dungen, aufgenommen. Spongosterin scheint also gesittigt zu sein. 

Mikrocionasterin-acetat. Mikrocionasterin wurde mit einem Uber 


schu8 von Essigsiureanhydrid 20 Minuten lang am RiickfluBkiihler gekocht. 
Das Acetat wurde aus heiBem Athylalkohol, in dem es ziemlich léslich ist, 
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umkrystallisiert. Nach 10 maligem Umkrystallisieren schmolz es bei 125 bis 
126°. Es krystallisiert in Blattchen. In Ather, Chloroform und Essigester 
‘st es leicht, in kaltem Alkohol schwer léslich. 


5,061 mg Subst.: 15,08 mg CO,, 5,09 mg H,0. 
C,,H,,02 Ber. C 81,27 H 11,29 Gef. C 81,29 H 11,25. 

Spez. Drehung. 58,7 mg in 83 cem Chloroform. 

1 dm Rohr, « =— 0,48° [a]? 4° =— 24,83°. Durchschnitt aus zehn 
Messungen [a]? 4° = —24,76°. 

Bei der Verseifung mit methylalkoholischer Kalilauge liefert das Acetat 
Mikrocionasterin vom Schmelzp. 126° und [«]?°° = — 19,20° zuriick. 

1g Acetat wurde in 10 cem gelést und mit 12,5 cem einer Bromeis- 
essiglisung (5 g Br, in 100 ccm Eisessig) versetzt. Nach 12 stiindigem Stehen 
bei 0° hatte sich kein Niederschlag gebildet. Wird die Lésung im Vakuum 
bei gewohnlicher Temperatur eingeengt, so scheiden sich leicht griin ge- 
fiirbte Krystallmengen ab, die auBerordentlich schwer umzukrystallisieren 
sind. Das Bromid ist anscheinend sehr zersetzlich. 

Mikrocionasterin-propionat. Das Propionat wurde in Ahnlicher 
Weise wie das Acetat durch Erhitzen des Sterins mit Propionsiureanhydrid 
erhalten. Es krystallisiert aus Alkohol beim langsamen Erkalten in langen 
wohlgeformten Prismen. Das Rohprodukt, das bei 119—124° schmolz, 
schmolz nach 8 maligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 128°. 


4,916 mg Subst.: 14,66 mg CO,, 4,91 mg H,0. 
C,,H,0, Ber. C 81,45 H 11,31 Gef. © 81,37 H 11,18. 


Mikrocionasterinbenzoat. Mikrocionasterin wurde in Pyridin gelést 
und in der Kilte mit einem Uberschu8 von Benzoylchlorid versetzt. Nach 
4stiindigem Stehen wurde die Liésung in Wasser gegossen und das dabei 
ausfallende Benzoat aus Athylalkohol, in dem es in der Wiirme etwas lis- 
lich ist, umkrystallisiert. Das Benzoat krystallisiert in diinnen Prismen. 
Beim Erhitzen firbt es sich bei 143° violett, wobei es zu einer triiben 
Fliissigkeit schmilzt. Bei 145° wird es plétzlich smaragdgriin und bei 146° 
ist es klar geschmolzen. Beim Abkiihlen wiederholt sich das Farbenspiel. 


4,031 mg Subst.: 12,30 mg CO,, 3,71 mg H,0. 
Cece Ber. C 83,20 H 10,20 Gef. C 83,28 H 10,30. 


Spez. Drehung. 105 mg in 3 cem Chloroform. 
1 dm Rohr, « = — 0,346° [«]22° =— 10,52° Durchschnitt aus 10 Be- 
stimmungen [a]22° = — 10,72. 


Das Benzoat gab nach dem Verseifen mit alkoholischer Kalilauge un- 
veriindertes Sterin zuriick. 

Mikrocionasteryl-chlorid. Ein Teil Mikrocionasterin wurde mit 
0,75 Teilen Phosphorpentachlorid in einem Moérser verrieben und das dabei 
entstehende halbfeste Produkt nach 2 Stunden mit Wasser iibergossen und 
etwas erwirmt. Das Chlorid, das sich dabei als ein farbloses Pulver ab- 
scheidet, wurde in heiBem Alkohol gelést und mit Tierkohle gereinigt. Beim 
Erkalten schied es sich in Gestalt kleiner Blittchen ab. Nach wiederholten 
Umkrystallisieren aus Athyl- und Methylalkohol schmolz es bei 104—-105°. 
pe Léslichkeitsverhiltnisse sind die gleichen wie die des Cholesteryl- 
chlorids. 
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4,477 mg Subst.: 13,1 mg CO,, 4,52 mg H,O. — 2,411 mg Subst.. 

0,216 mg Cl. 

C,,H,,;C1 Ber. C 80,04 H 11,21 Cl 8,76 
Gef. ,, 79,82 ,, 11,29 ,, 8,96. 


Aus den Mutterlaugen des Chlorids schied sich nach laingerem Stehey 
ein anderes chlorhaltiges Produkt ab, das in Form kleiner Nadelchen kry- 
stallisiert. Es schmolz bei 60—65°. Zur Reindarstellung war seine Menge 
nicht ausreichend. 

Mikrocionasten. Mikrocionasteryl-chlorid wurde in der 30 fachen 
Menge absoluten Amylalkohols gelést und zu der siedenden Lésung solange 
Natrium hinzugegeben, bis die anfangs triibe gewordene Fliissigkeit sich 
wieder aufgehellt hatte. Die Lésung wurde alsdann mit Wasser gewaschen 
und im Vakuum zur Trockne verdampft. Es hinterblieb ein Ol, das wieder- 
holt mit Alkohol aufgekocht wurde. Die letzten Reste, die nur schwer in 
Lésung gingen, wurden in Ather gelist und die Lésung mit Alkohol ver- 
setzt. Aus allen Fraktionen schied sich der Kohlenwasserstoff in Form 
diinner Blattchen ab. Er wurde aus Alkohol und Aceton umgelist. Aus 
dem letzteren kommt er in Form harter Bléckchen. Mikrocionasten schmilzt 
bei 61—62°. In seinen Léslichkeitsverhiltnissen fhnelt es dem Cholesten. 
Mikrocionasten addiert in Aitherischer Lésung Brom. Einheitliche, krystalli- 
sierte Bromprodukte konnten nicht erhalten werden. 


2,962 mg Subst.: 9,37 mg CO,, 3,31 mg H,O. 
C.,H,, Ber. C 87,49 H 12,51 Gef. C 87,20 H 12,63. 





















Die Struktur von Arginin in waBriger Lésung. 
Von 
Giovanni Devoto. 


(Aus dem Istituto di Chimica Industriale della R. Universita, Mailand.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1933.) 





Die Messung der Dielektrizititskonstante in wifSriger Lésung ?) 
bietet in gewissen Fallen ein interessantes Mittel zur Struktur- 
bestimmung. 

So wurde bereits in einer der ersten Mitteilungen’) auf 
diesem Gebiete von mir angegeben, daB fiir die Asparaginsiiure 
das Gleichgewicht zwischen den drei undissozierten Isomeren 
in wiBriger Lésung iiberwiegend auf der Seite der «-polaren 
Form (C) liegt. 


COO— 
COOH COOH COO— | 
| CH-NH,* 
CH-NH, CH-NH,* CH-NH, | 
= > —— CH, 
CH, CH, CH, | 
i CH, 
COOH COO— COOH | 
COOH 
A B C D 


In der Tat besitzt die Asparaginsiure einen Dielektrizititskoeffi- 
zienten a =-+ 27, der ganz nahe liegt dem fiir das Glykokoll 


erhaltenen Werte von + 26, in welchem die polare Form 
NH,*CH,COO~ weitaus iiberwiegt. Die Identitat des Dielektrizi- 
titskoeffizienten bezeugt die gleiche Linge des Dipol-Armes. 
Das nichst héhere Homologe, f-Alanin, liefert tatsichlich auch 
einen héheren Dielektrizititskoeffizienten =-+ 34. 

Die an der Glutaminsiure ausgefiihrten Messungen’) besti- 
tigen durch den Koeffizienten + 26 ein gleiches Verhalten. 
Uberwiegend ist die «-polare Form (D). 

Edsall und Blanchard’) haben neuerdings diese Ergeb- 
nisse durch Vergleich der Dissoziationskonstanten bestiatigt. Ihre 
Uberlegungen beziehen sich auch auf andere Verbindungen, wie 
16* 
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z. B. Arginin und Lysin; in ersterem soll eine polare Form 
zwischen der Guanidingruppe und dem Carboxyl itberwiegen, in 
letzterem eine «-polare Form. 

Besonders im ersten Fall schien eine experimentelle Bestiiti- 
gung und Feststellung der Lage der elektrischen Ladungen yon 
Interesse zu sein. 

In nachstehender Tabelle sind die Ergebnisse der von mir 
ausgefiihrten Messungen angegeben. Wie in meinen friiheren 
Mitteilungen bedeuten: c die Konzentration (mol/Liter), ¢ die Di- 


elektrizititskonstante (auf 25° reduziert), “< der Dielektrizitits- 


koeffizient. 
d-Arginin (Roche). 




















> ; = 
de 
0,000 77,85 
0,0335 79,92 
0,0392 80,26 + 62 


Der erhaltene Wert des Dielektrizititskoeffizient gestattet 
ohne weiteres dem Arginin in wifriger Lésung die 0-polare Form 
zuzuschreiben: 


soa TT + T — 
ayo NE -CH, -CH,+CH,-CH(NH,)-COO-. 
In der Tat hat der Dielektrizititskoeftizient der d-Amino- 
valeriansiiure den Wert von + 63, und diese Verbindung ist ohne 
Zweifel d-polare. Es sei bemerkt, da8 eine y-polare Aminosiiure 
einen Koeffizienten von etwa +51 aufweisen miiBte, wihrend einer 
é-polaren Verbindung der Wert von + 73 zuzuschreiben ist.*) 
Es ist von Interesse neuerdings hervorzuheben, daB meine 
Messungen, sowie die von Wyman und McMeekin') an den 
Polyglycilglycinen (bis zum Hexaglycilglycin) erhaltenen Werte 
eine durch die entgegengesetzten Ladungen bewirkte Deformation 
der Molekel in wiBriger Lésung ausschliefen. 


Literatur. 


1. Gazz. Chim. Ital. 60, 530 (1930). 

2. Ebenda, 61, 897 (1931). 

3. Jour. Amer. Chem. Soc. 55, 2337 (1933). 

4. Rend. Accad. Lineei. 6, 15, 471 (1932); Gazz. Chim. Ital. 63, 50 (1933). 
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Zur Chemie des Nebennierenmarkes.*) 


Von 


St. Huszak. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie, Universitat Szeged, Ungarn.) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 17. November 1933.) 


H. v. Euler, sowie Verfasser haben bereits darauf hin- 
cewiesen, daB zwischen dem Vorkommen von Carotin bzw. Caro- 
tinoiden und Ascorbinsaéure (Vitamin C) sowohl im Tier wie bei 
der Pflanze ein Zusammenhang zu bestehen scheint. Von den 
tierischen Organen sind Nebennierenrinde, Corp. lutea und Hypo- 
physenvorderlappen besonders reich an Carotin und auch an 
Vitamin C. Eine Ausnahme von dieser Regel schien das Neben- 
nierenmark zu sein, das, soweit wir wissen viel Carotin aber kein 
Vitamin C enthalt. Bereits vor 5 Jahren zeigte Szent-Gyérgyi 
(1928), daB sich die in Silbernitrat eingelegte Nebenniere an 
ihrer Schnittfliche schwarz firbt. Diese Verfirbung (die auf die 
Reduktion des Silbers durch die Ascorbinsiiure zuriickzufiihren ist) 
beschrinkt sich in schirfster Weise auf die Rinde. Da das Mark 
ganz ungefarbt bleibt, konnte geschlossen werden, daf dieser Teil 
keine Ascorbinsiiure in betrichtlicher Menge enthilt. 


Szent-Gyérgyi (1930) zeigte aber auch, daB das Neben- 
nierenmark betrichtliche Mengen einer stark reduzierenden Sub- 
stanz enthalt, die auch keine SH-Verbindung sein konnte. Geurteilt 
nach der Reduktion ist die Konzentration dieser unbekanten Sub- 
stanz im Marke vergleichbar mit der Konzentration der Ascorbin- 
siure in der Rinde. Es war nun meine Aufgabe, iiber die chemische 
Natur dieser unbekannten reduzierenden Substanz Aufschlu8 zu 
erhalten. 

Es sei vorausgreifend schon hier mitgeteilt, da’ meine Ver- 
suche zeigen, das trotz des Anscheines die reduzierende Substanz 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung 
unterstiitzt. 
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des Nebennierenmarkes die Ascorbinsiure ist; nur wird die Reduk. 
tion des Silbers im Marke (und in Markextrakten) durch dort 
vorhandene, spezifische Stoffe gehemmt. Méglicherweise spielen 
diese hemmenden Stoffe auch in vivo beim Schutze des Vitamins 
und des Adrenalins eine besondere Rolle. 


Die Anwesenheit derartiger spezifischer, nicht vermutetey 
Substanzen gibt auch eine Erklirung fiir die Unterschiede dey 
physiologischen und colorimetrischen Adrenalinbestimmungen, die 
Annau, Huszak, Svirbely und Szent-Gyérgyi zur Annahme 
von ,,Novadrenin“ fihrten. 


Versuche. 


Als Material unserer Untersuchung gebrauchten wir die 
frischen, vom hiesigen Schlachthause erhaltenen Nebennieren des 
Rindes. Wird aus dem Marke der Driise mit 1 oder 5°/, Tri- 
chloressigsiure ein Extrakt hergestellt, so verbraucht dieses be- 
trichtliche Mengen von Jod, obwohl es Glutathion (Nitroprussid- 
Reaktion) nur spurenweise enthilt. Auch Dibrom-Phenol-Indo- 
phenol wird stark reduziert. Die erhaltenen Werte sind gleich 
oder nur wenig niedriger als die Werte bei den entsprechenden 
Nebennieren-Rinden-Extrakten. Trotz der starken Reduktion von 
Jod und Indophenol wird aber Silbernitrat durch das Mark nicht 
reduziert, wihrend der Rinden-Extrakt eine starke Reduktion gibt. 
Nur wenn das p,, gegen 7 erhoben wird, tritt eine Reduktion des 
Silbers durch das Adrenalin ein. 


Das Ausbleiben der Silberreduktion im Marke schien zu 
zeigen, da die reduzierende Substanz keine Ascorbinsaure sein 
kann. Um hieriiber Sicherheit zu verschaffen wurde das Tier- 
experiment herangezogen. Acht Meerschweinchen wurden auf die 
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in diesem Laboratorium iibliche C-vitaminfreie Dit gesetzt 
(S. Scherman). Vier von den Tieren erhielten taglich einen Tri- 
chloroessigsiuren-Auszug aus dem Nebennierenmarke. Nach der 
Indophenolreduktion geurteilt enthielt die taglich verabreichte 
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Menge des Extraktes 1 mg Ascorbinsiureiquivalent. Die ge- 
mittelten Gewichtskurven sind in der Figur dargestellt. Die 
Kontrolltiere gingen mit typischem Skorbut zugrunde. Die 
Tiere, die den Extrakt (vgl. Figur) erhielten, zeigten ein lang- 
sames (Giftigkeit des Adrenins!) aber ziemlich gleichmifBiges 
Wachstum. Sie wurden am 41. Tage getétet und frei von 
Skorbut gefunden. Aus diesem Versuche muBte also geschlossen 
werden, daB die reduzierende Substanz des Markes doch As- 
corbinsiure ist. In diesem Falle muBte das Ausbleiben der 
Silberreduktion mit der Anwesenheit von hemmenden Substanzen 
erklirt werden. 

Ich versuchte mir hieriiber in doppelter Weise Klarheit 
zu verschafien. Erstens versuchte ich festzustellen, ob Neben- 
nierenausztige die Silberreduktion von Ascorbinsiurelésungen zu 
hemmen verméogen. Zweitens versuchte ich aus Markausziigen 
die hemmende Substanz zu entfernen. Beide Wege waren er- 
folgreich. 

Das zerkleinerte Nebennierenmark wurde mit gleichen Teilen 
einer 2°/, igen Trichloressigsiurelésung extrahiert. Die Lésung 
wurde mit Dibrom-Phenol-Indophenol titriert und mit Acetat- 
puffer auf p,, 4 gebracht. Die zugesetzte Silbernitratlésung wird 
von diesem Auszuge nicht reduziert, wohl aber von einer gleich- 
starken und gleichsauren Ascorbinsiurelésung. Wird hingegen 
1ccm der Ascorbinsiurelésung mit +/, com des Markextraktes 
versetzt, so bleibt auch hier die Silberreduktion aus. Auch die 
Reduktion des Rindenextraktes wird durch Markextrakt gehemmt. 
Es sei aber erwihnt, daB auch das Rinden-Extrakt etwas langsamer 
reduziert, als die gleichstarke Ascorbinsiurelésung. Es konnte 
also geschlossen werden, daB das Nebennierenmark mit Trichlor- 
essigsiure extrahierbare Substanzen enthilt, die die Silberreduk- 
tion der Ascorbinsiure stark zu hemmen vermégen. Nun wurde, 
wie oben, aus dem Marke mit 5°/, Trichloressigsiure ein Auszug 
hergestellt und der Extrakt mit neutralem Bleiacetat versetzt. 
Auf je 10 g des Extraktes wurde 1 g festes Bleiacetat verwendet, 
das im Extrakt gelést wurde. Die vom Niederschlag durch 
Zentrifugieren befreite Lésung wurde mit Acetat auf p,, 5 gebracht. 
Ks zeigte sich nun, da8 das also gereinigte Extrakt Silber stark 
reduziert. Das mit Blei unbehandelte Extrakt zeigte bei dem- 
selben p,, keine Reduktion. Bleiacetat allein vermag die Reduktion 
in reiner Ascorbinsiurelésung nicht zu beeinflussen, noch hat Adre- 
nalin eine hemmende Wirkung. 
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Es zeigte sich also, da8 die Substanzen, die die Silberreduk- 
tion hemmen, sich mit ‘saurem Bleiacetat niederschlagen ode; 
inaktivieren lassen. Dementsprechend wurde eine aufgeschnittene 
Nebenniere in 2°/, ige Bleiacetatlésung eingelegt und nach einige; 
Zeit in Silbernitrat iibertragen. Die ganze Oberfliche farbte sich 
nun schwarz, wihrend das Mark von Nebennieren, die nicht mit 
Blei vorbehandelt waren, ungefirbt blieb. 


Ahnliche hemmende Substanzen scheinen, zwar in geringerer 
Menge, auch in Pflanzen vorzukommen. So konnte die Silber- 
reduktion bei Citronen und Paprikasaft durch Behandlung mit 
Bleiacetat intensiver gemacht werden. Die betreffenden Sub- 
stanzen sind vielleicht mit den, von 8.8. Zilva_ beobachteten 
vitaminschiitzenden Substanzen identisch. 
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Uber die Extraktion von Cholesterin aus Blut. 
Von 


Otto Miihlbock. 


(Aus der Universitaéts-Frauenklinik der Charité Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1933.) 


Das von Bloor eingefiihrte Alkohol—Athergemisch im Ver- 
hiiltnis 3:1 als Extraktionsmittel fiir Cholesterin und Cholesterin- 
ester aus Blut, Plasma und Serum hat weitestgehende Anwendung 
sefunden. Uber die Vollstindigkeit der Extraktion bei Serum 
oder Plasma bestehen in der Literatur einheitlich nicht die ge- 
ringsten Meinungsverschiedenheiten. EKinwinde sind dagegen immer 
wieder gegen die Verwendbarkeit des Alkohol—Athergemisches 
zur Cholesterinextraktion aus Gesamtblut erhoben worden. LErst 
kiirzlich hat Milbradt') dargelegt, daB die Extraktion wohl im 
Serum, nicht aber im Blut quantitativ ist. Milbradt schligt 
deshalb vor, das Blut vor der Extraktion mit Alkohol—Ather zu 
hiimolysieren. Wir haben uns selbst im Laufe der letzten Jahre 
eingehend mit der Cholesterinbestimmung im Blut und Serum 
beschiftigt und sind — dies sei hier vorweggenommen — zu 
der Uberzeugung gekommen, daB das Bloorsche Verfahren auch 
fir die Extraktion aus Blut anwendbar ist. 

Wir haben die Arbeit von Milbradt zum Anla8 genommen, 
nochmals eine Reihe von Kontrolluntersuchungen vorzunehmen. 
Wir bestimmen das freie und das Gesamtcholesterin nach der 
von uns ausgearbeiteten nephelometrischen Bestimmungsmethode 
des Cholesterindigitonids’*), weil wir uns an zahlreichen Kontroll- 
versuchen iiberzeugen muBten, daB die colorimetrischen Methoden 
ungenaue Werte ergeben.®) 

Die Extraktion wird folgendermaBen durchgefiihrt: 1 ccm 
durch Zusatz von Kaliumoxalat ungerinnbar gemachtes Blut wird 
langsam unter dauerndem Umschiitteln in eine Mischung von 





} Diese Z. 216, 181 (1933). 
*) Biochem. Z. 246, 229 (1932). 
8) Biochem. Z. 283, 222 (1931). 
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Alkohol—Ather (3:1) getropft. Man laiBt einige Stunden stehe; 
und filtriert dann die Lésung von den ausgefallenen EiweiBflockey 
unter griindlichem Nachwaschen. Zur Reinigung des Extraktes 
wird das Filtrat zur Trockne gebracht und der Riickstand pit 
Aceton extrahiert. Die Acetonlésung dient zur nephelometrischey 
Bestimmung des freien und des Gesamtcholesterins. 

Die einzig mégliche Fehlerquelle dieses Verfahrens liegt 
darin, daB die Flocken noch Cholesterin oder Cholesterineste; 
enthalten. Um diese EKiweiSflocken auf ihren Cholesteringehali 
zu untersuchen, haben wir sie in 2°/,iger Natronlauge unter Er. 
wirmung auf dem Wasserbad gelist. Beim Ausithern konnten 
wir niemals Cholesterin nachweisen, auch wenn die Lisung tage- 
lang im Schiitteltrichter mit Ather behandelt wurde. Auch bei 
Auflésung der Flocken in 25°/,iger Natronlauge fand sich nie. 
mals Cholesterin. Die Atherextrakte wurden sowohl colorimetrisch 
als auch mit Digitonin gepriift. In keinem Falle erhielten wir 
eine Cholesterinfirbung oder einen Niederschlag von Cholesterin- 
digitonid. In der gleichen Weise wurde auch der Riickstand 
gepriift, der beim Lésen mit Aceton zuriickbleibt. Auch hier lief 
sich niemals Cholesterin nachweisen. Ferner haben wir Vergleichs- 
bestimmungen zwischen unbehandeltem Blut und himolysiertem 
Blut vorgenommen, die innerhalb der Fehlergrenze der Methode 
tibereinstimmende Resultate ergaben, z. B.: 








Gesamtcholesterin in mg-°/, 





unbehandelt | hamolysiert 








L. Normalperson ... . 186 | 186 
ao 
W. Graviditit Mens IX . 255 | 248 
256 253 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Extraktion 
von Cholesterin aus Blut auch ohne Hiamolyse vollstandig ist. 
W. R. Bloor teilte uns auf eine briefliche Anfrage mit, daB auch 
er eine vorherige Himolyse des Biutes nicht fiir notwendig hiilt. 
Kine Himolyse ist nur notwendig, wenn rote Blutkérperchen allein 
zur Untersuchung kommen, weil sich die Kérperchen, in Alkohol- 
Ather gebracht, zusammenklumpen, so daB das Lésungsmittel 
nicht geniigend eindringen kann. Bei der Untersuchung von Blut 
findet dagegen eine derartige Zusammenklumpung nicht statt. 

















a a Gir = =~ 








lut. 






























fehep 





ken 
aktes e e e e ° 
| mit Die Konstitution des Vitamins C. 
oe (VIIL. Mitteilung tiber das Vitamin C) 
liegt Von 
aster Fritz Micheel und Kurt Kraft. 
shalt ney 
Kr- (Aus dem Allgemeinen chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 
nten (Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1933.) 
Age. ie 
bei . . . . . 
nie- Wir haben in den bisherigen Mitteilungen’) die Ergebnisse 
isch verdffentlicht, die zu der Formel I fiir das Vitamin C (Ascorbin- 
wir siiure) gefiihrt haben. Es scheint uns richtig zu sein, in dieser, 
rin- die Strukturermittlung abschlieBenden Mitteilung einen kurzen 
and - historischen Uberblick iiber die Befunde der verschiedenen 
lief _ Forschungslaboratorien (v. Euler, Haworth und Hirst, Karrer, 
hs- Micheel, v. Vargha u. a.) zu geben, die an der Konstitutions- 
em ' ermittlung wesentlich beteiligt sind. Anschliefend werden die- 
rde jenigen Versuchsergebnisse berichtet, die z. T. schon im Juni 
dieses Jahres vorgetragen wurden*) und uns zur Abinderung 
unserer urspriinglichen Formel IT in Formel I (die mit der von 
Hirst vorgeschlagenen identisch ist), veranlaBten. 
8 2 ,H 3 
HOC-——COH HOC-——COH 
; OH OH | 11 OH | 
C——-C—CH ==O 6C—-CH  C—COOH 
H, H Na H, ae” : 
6 5 O O 
Die Bruttoformel C,H,O,, die von seinem Entdecker Szent- 
e Gyoérgyi fiir das Vitamin C ermittelt wurde, erwies sich als 
4 richtig. Auf Grund seines Verhaltens als einbasische Siure hielten 
a alle Bearbeiter [Karrer‘), Hirst‘) und wir )] das Vorliegen einer 
e Carboxylgruppe zuniichst fiir gesichert. Eine Stiitze dafiir schien 
'D 
4 | 1) VII. Mitteilung, Z. angew. Chem. 46, 533 (1933). 
| | *) Vortrag am 7. VI. auf der Hauptversammlung des Vereins Deutscher 
t Chemiker, Wiirzburg, Ref. Z. angew. Chem. 


*) Karrer, Salomon, Schépp u. Morf, Vjschr. naturforsch. Ges. 
Ziirich, 78, 9 (1933). 


*) Nature 129, 576 (1932); 130, 888 (1932). 5) Naturw. 21, 63 (1933). 
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die von Karrer’) und von uns’) etwa gleichzeitig ermittelte Ta. 
sache zu sein, daB man mit Diazomethan ein Dimethyl-vitanj, 
erhilt, das neutral ist und bei der Behandlung mit n/10-Alkaj; 
in der Warme 1 Mol Alkali verbraucht. Dies Dimethyl-vitamjy 
besitzt, im Gegensatz zum Vitamin selbst, keinerlei bemerkeys. 
werte Reduktionseigenschaften.*) Eine zweite Feststellung schiey 
fiir die Strukturermittlung sehr wesentlich zu sein, nimlich die 
Bildung von Kondensationsprodukten mit o-Toluylendiamin ode 
mit Phenyl-hydrazin und seinen Derivaten, bei denen 2 Mol Phenyl. 
hydrazin auf 1 Mol Vitamin trafen. Karrer’) und Hirst‘) schlossey 
daraus auf das Vorliegen zweier Carbonylgruppen und _ haben 
Formeln von aliphatischen Diketo-dioxy-carbonsiuren aufgestellt, 
Hirst auch die Formel einer Diketohexose.5) Wir konnten zeigen’ 
da8 das Vitamin sicher nur eine Ketogruppe enthilt. Wahrschein. 
lich gemacht wurde dies zunichst auf Grund der Indifferenz seine 
Dimethyl-derivates gegeniiber allen Keton-reagentien. 


Aus der Bildung eines Dimethyl-derivates mit Diazomethan 
war ferner auf das Vorliegen mindestens eines enolischen Hydr- 
oxyls zu schlieBen (Karrer, Micheel). Wichtig fiir die Konsti- 
tutionsermittlung des Vitamins C waren dann die Feststellungen 
von v. Vargha"), daB das Vitamin mit Aceton eine Mono-aceton- 
verbindung bildet, daB also zwei von den Hydroxylgruppen rium- 
lich hinreichend nahe angeordnet sein miBbten. Diese Aceton- 
verbindung enthielt noch die zwei mit Diazomethan veritherbaren 
Hydroxylgruppen (Karrer, Micheel).8) Da ferner das Vitamin 
mit Triphenyl-chlormethan unter Bildung eines Tritylithers rea- 
gierte [v. Vargha’)], der noch die charakteristischen Eigenschaften 
des Vitamins zeigt [Karrer?®)], so muBte eine der alkoholischen 
Hydroxylgruppen primar sein. Hirst und Mitarbeiter) fanden 





*) Karrer, Salomon, Schépp u. Morf, Vjschr. naturforsch. es. 
Ziirich, 78, 9 (1933). *) Nature 21, 63 (1933). 

*) Das Absorptionsmaximum unseres reinen krystallisierten Dimethyl 
vitamins liegt um etwa 30 my weiter zum Langwelligen [Diese Z. 216, 23! 
(1933)] als das Maximum, das von Hirst an seinem nicht krystallisierten 
Material gefunden wurde (beide in Alkohol gemessen) (J. chem. Soc. 1933, 1280). 

we aS 5) Hirst, Chem. a. Ind. 52, 221 (1933). 

*) Naturw. 21, 61 (1933); Nature 131, 274 (1933); Diese Z. 215, 215 (1939). 

) Nature 130, 847 (1932). 

8) Karrer u. Mitarb., Biochem. Z. 258, 4 (1933); Micheel u. Kraft, 
Diese Z. 216, 233 (1933) *) Nature 151, 363 (1933). 

**) Helvet. chim. Acta 16, 302 (1933). 
) Cox u. Hirst, Nature 130, 888 (1932). 


















weiterhin, daB bei der Oxydation mit Hypojodid aus dem Vitamin 
- 1 Mol Oxalsiure abgespalten wird und mit Permanganat eine 
: Trioxybuttersiure gebildet wird. Diese Befunde bildeten ebenfalls 
eine Stiitze der Hypothese von Hirst und Mitarbeitern, daB dem 
- Vitamin die Struktur einer Diketo-carbonsiiure zukommen miiBte. 
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Der Schliissel fiir die weitere und entscheidende Aufklirung 


- des Molekiilbaues bot sich uns in der Ozonspaltung des Dimethyl- 
vitamins in Form seines Dinitrobenzoesiureesters.') Der Ozon- 
- abbau erfolgte unter Aufnahme zweier Atome Sauerstoff ohne 
' Verkleinerung des Molekiils. Er fiihrte zur Bildung eines Di- 


nitrobenzoyl-methyl]-oxalyl-l-threonsiure-methylesters, dem wir zu- 
nichst Formel III, spiter die richtige Formel IV beilegten. 











H 
N bzl. OC——COCH, CH,OC=0 O0=COCH, 
{i | | 
0 Nbzl.O | 
O N bzl. OC—C—CH C=0 
i 
N bzl.OC—CH G—COOCH, a ene il 
H,; \7~ 
sits N bzl. = 0,N-C,H,CO. 
lil IV 


Diese Ozonspaltung bewies, daB im Vitamin ein stabiles 
Ringsystem vorliegt, in dem das noch nicht erfafte Sauerstoff- 
atom als Ringatom enthalten ist, nicht als Ketogruppe (nach 
Hirst) Unser Befund, da8 nur eine Ketogruppe im Vitamin 
vorhanden sein konnte, war erhirtet. Ferner konnte die enolische 
Doppelbindung mit Sicherheit zwischen die C-Atome 2 und 3 
verlegt werden. Damit erschien uns zuniichst die Formel I fiir 
das Vitamin am besten vertriglich zu sein. 

Dieser Ozonbau wurde spiiter von Hirst und Mitarbeitern’”) 
am Tetramethyl-vitamin wiederholt und unser Befund voll bestitigt. 
Sie hatten schon vorher eine andere Formel (I) neben einer Reihe 
von Tautomeren fiir das Vitamin aufgestellt*), die auch wir friher 
bei der Auswertung unserer experimentellen Befunde in Erwigung 
gezogen hatten. Wir glaubten sie gegeniiber der Formel II ab- 
lehnen zu miissen, weil sie uns mit den bis dahin gebriuchlichen 
Vorstellungen iiber die Gleichgewichte zwischen Lacton—Siure und 
Lactol—Keton in der Zuckerreihe nicht vertriglich zu sein schien.*) 








1) Diese Z. 215, 215 (1933); 216, 233 (1933). 
”) J. chem. Soc. 1933, 1270; Chem. a. Ind. 52, 482 (1933). 
8) Chem. a Ind. 52, 231 (1933); darunter befindet sich auch eine For- 
mulierung als Cyclopropanderivat. 
*) Vgl. die Formeln, Diese Z. 218, 280 (1933). 
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Untersuchungen iiber diese Gleichgewichte, die sich als rech; 
schwierig erwiesen haben und noch nicht abgeschlossen sind 
werden spiater veréffentlicht werden. Die Kette der erwihntey 
Gleichgewichte ist zweifellos an einer Stelle unterbrochen. 

Bei der Aufstellung der Formel I gingen Hirst und Mit. 
arbeiter von dem Befunde aus, daf bei der Behandlung des [)j. 
methyl-vitamins mit verdiinntem Alkali kein Methanol abdestilliert 
werden kann. Die Methoxylgruppen waren also beide alkali. 
bestindig und es war anzunehmen, daf beide an enolischen Hydr. 
oxylen hafteten. Damit blieben fiir das Vitamin C auf Grund 
der iibrigen Befunde nur noch die Formeln I und V. 


OH CH,OC==COCH, 
8C . j 
+ OH oH |_| 
HoH “C20” « C—C—CH  C=0 
, = i 2 Oe ce 
OH 
itn. eats 
O 


Der von Karrer und von uns festgestellte Verbrauch von 
1 Mol Alkali sollte nach Hirst durch die Offnung des Lacton- 
ringes im Dimethyl-vitamin hervorgerufen werden (VI). Eine ge- 
nauere Untersuchung, iiber die wir schon kurz berichtet haben’, 
hat jedoch gezeigt, daB die Alkali-Einwirkung auf das Dimethyl- 
vitamin nicht so einfach vor sich geht, wie es Hirst und Mit- 
arbeiter annahmen. Wir fanden, dab das Verseifungsprodukt zwar 
1 Atom Natrium und 2 Methoxylgruppen besitzt. Behandelt man 
es jedoch vorsichtig bei 0° mit iiberschiissigem p-Nitrobenzoy!- 
chlorid in Pyridin, so erhilt man in guter Ausbeute unter Elim- 
nierung des Natriums einen schén krystallisierten Stoff (Schmelz- 
punkt 181°). Dieser Stoff enthilt nur eine mit Nitrobenzoesiiure 
veresterte Hydroxylgruppe, jeduch beide Methoxylgruppen. Ferner 
ist er gesittigt (véllig bestiindig gegen Ozon und andere Reagentien 
auf Doppelbindungen). Uber seine Struktur kénnen wir noch keine 
sicheren Angaben machen. Wir halten es fiir wahrscheinlich, dab 
er eine Lactongruppe enthilt und da eine Hydroxylgruppe durch 
Umlagerung und Verschiebung von Wasserstoff an die Doppel- 
bindung in eine Ketogruppe iibergegangen ist. Seine Formel wire 
also vielleicht aufzulésen: 

C,H, 

| | | = | 
_____ OCH, OCH, O (enolisierbar) O—C=O O-N bal. 
1) Diese Z. 218, 281 (1933). 
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Andererseits lieB sich eine Ketogruppe bisher weder mit 
Hydroxylamin noch mit p-Nitrophenyl-hydrazin nachweisen. Nach 
den Ergebnissen der Titration mit n/20-Lauge (Aquiv.-Gew. 191 
unter ,Ziehen“) kénnte ein enolisches saures Hydroxyl vorliegen. 
Dem entspricht eine Zerewitinoff-Bestimmung in Pyridin, die auf 
ein aktives H-Atom deutet. Aber auch die Offnung des Lacton- 
ringes kénnte den Alkaliverbrauch erkliren. Die weitere Unter- 
suchung des Stoffes ist im Gange. Vielleicht steht die von Hirst 
und Mitarb. beobachtete Bildung von Dimethyl-l-erythronsiure 
neben Dimethyl-l-threonsiure beim Abbau des Tetra-methyl- 
vitamins im Zusammenhang mit dieser [somerisierung. Da die 
Umlagerung des Vitaminmoiekiils eher bei der Alkalibehandlung 
als bei der Nitrobenzoylierung eingetreten sein diirfte, so sind 
Schliisse itiber die Art der Einwirkung des Alkalis auf das Di- 
methyl-vitamin mit Vorsicht zu ziehen. Auch eine schwer verseif- 
bare Estergruppe kénnte der EKinwirkung des n/10-Alkalis wider- 
stehen. Als alleinige Stiitze fiir die Formulierung des Vitamins 
ohne freie Carboxylgruppe diirfte die Alkali-EKinwirkung auf das 
Dimethyl-vitamin nicht herangezogen werden. Erst die im folgenden 
ausfiihrlich beschriebenen Befunde beweisen die Lactonformel des 
Vitamins. 

Aus ihnlichen Griinden méchten wir auch der Formulierung, 
die Hirst und Mitarb.') einem von uns friiher beschriebenen 
Stoff C,H,O,N(OCH,), als Amid der dem Dimethyl-vitamin ent- 
sprechenden freien Siure gaben, nicht unbedingt zustimmen. Er 
wurde von uns aus Dimethyl-vitamin mit alkoholischem NH, er- 
halten. Um zu verhindern, daB Irrtiimer in die referierende Lite- 
ratur iibergehen, mu jedoch in diesem Zusammenhange betont 
werden, da8 die Ansicht der englischen Forscher, wir hitten die 
Bruttozusammensetzung C,H,,O,N falsch ermittelt (statt C,H,,O,N 
mit 1 Mol Krystall—Methanol), unrichtig ist. Sie haben anscheinend 
iibersehen, daB wir auf S. 222 (Bd. 215, Diese Z.) die Substanz 
aus Methanol ebenfalls mit diesem Lésungsmittel krystallisierend 
beschreiben, sie aber aus Essigester frei vom Loésungsmittel mit 
der Bruttozusammensetzung C,H,,0,N erhielten. 

Die Formel I fiir das Vitamin wurde etwa zur selben Zeit 
wie durch Haworth und Hirst, auch durch y.Kuler und Martius?) 
aufgestellt und zwar auf Grund des Verhaltens des Enol-tartron- 





) J. chem. Soe. 193%, 1287 u. a. 
*) Arkiv f. Kemi, Min. o. Ges. II, 1 (1933); Diese Z. 217, 167 (1933). 
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dialdehyds (Glucoredukton) we — der in charakteristischey 
Kigenschaften dem Vitamin C gleicht. 


Hirst und Mitarbeiter glaubten die Formeln V und II ans. 
geschlossen und Formel I bewiesen zu haben durch die Unter. 
suchung der Dimethyl-trioxy-buttersiiure, die bei der Ozonspaltung 
des Dimethyl-vitamins erhalten wird. [hr Amid lieB sich nach A. W, 
Hofmann in der modifizierten Form von Weermann!) abbauen 
und zwar fand Hirst Natrium-cyanat, das als Hydrazo-dicarbonamid 
identifiziert wurde. Er ging von der Annahme aus, daf nur eine 
Dimethyl-trioxy-buttersiure (VII), die in a-Stellung eine freie 
Hydroxylgruppe trigt, einen solchen Abbau erleiden kénute. Jedoch 
schon A. W. Hofmann”) fand, daf z. B. das Athoxy-acet-amid sich 
zu Formaldehyd-derivaten abbauen lift und Karrer’) erhielt aus 
a«-Methoxy-iso-capronsiureamid den Iso-valeraldehyd und aus 
Methyl-milchsiiureamid den Acetaldehyd. Wir bestiitigten dies am 
a-Methyl-mandelsiureamid, das, nach Weermann umgesetzt, in 
suter Ausbeute Benzaldehyd bildet, der als Benzalazin identiti- 
ziert wurde.*) Somit mubte die Beweiskraft der Reaktion als 
stark vermindert angesehen werden uud es konnte nicht als 
sicher entschieden gelten, ob die Dimethyl-trioxy-buttersiiure die 
Methoxygruppen an den C-Atomen 3 und 4 (VII aus Formel | 
fiir das Vitamin) oder 2 und 4 (VIII aus Formel If und V fiir 
das Vitamin) trigt. 

Eine zuverlissige Entscheidung iiber die Formulierung des 
Vitamins brachte uns seine Hydrierung®) mit Platin und Wasser- 
stoff. Nach unserer ilteren Formel sollte man dabei 4 isomere 
Anhydro-hexonsiiuren vom Typ der Chitonsiure erhalten (z. B. LX, 
wihrend nach der Formel I 4 isomere Hexonsiuren (l-Galacton- 





) Rec. Trav. chim. Pays-Bas. 37, 16 (1917). 

2) B. 18, 2736 (1885). 

5) Karrer u. Mitarbeiter, Helvet. chim. Acta 8, 196 (1925). 

4) Die eventuellen Zwischenstufen diirften in beiden Fallen wohl 
gleichartig zerlegt werden: 


OH | OCH,’ 
—C—'—N=C=0 bzw. —C— ——N:C:0 
H H 


5) Uber vergebliche Versuche, die Hydrierung zur Konstitutionsermitt- 
lung heranzuziehen, berichten Karrer, Vjschr. naturforsch. Ges. Ziirich 75, 
9 (1933); Levene, Science (N. Y.) 78, 2012 (1933). 
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siure, 1-Talonsiure, 1-Gulonsiure und |-ldonsiure) zu erwarten 
wiren. Wie schon friher kurz mitgeteilt'), erhilt man ein Gemisch 
yon Hexonsiiuren. Es gelang uns, daraus die l-Idonsiure einwand- 
frei herauszuarbeiten. Wir identifizierten sie zuniichst als Phenyl- 
hydrazid. Dies ist nach der Beobachtung von Nef?) schwer zu 
reinigen und zeichnet sich vor den Phenylhydraziden der Isomeren 
durch seinen niedrigen Schmelzpunkt von 115° aus. Die gleichen 
Eigenschaften hatte unser Phenylhydrazid. 


Weiter stellten wir das Brucinsalz*) der |-Idonsiure dar. 
Ks ist auf Grund seines Schmelzpunktes ebenfalls nicht mit dem 
der anderen Hexonsiuren zu verwechseln, Nach der Ausbeute 
an Brucinsalz ist von den 4 Isomeren die 1-[donsiure im rohen 
Hydrierungsgut in der gré8ten Konzentration vorhanden (aus 
0,5 g Hydrierungsprodukt 0,75 g rohes Brucinsalz der Idonsiure). 
Am besten lieB sich jedoch die 1-Idonsiure als Dibenzalverbindung 
charakterisieren. Nach Beobachtungen von van Ekenstein‘) 
bildet von allen Hexonsiiuren lediglich die Idonsiure eine sehr 
schwer lisliche, gut krystallisierende Dibenzalverbindung (Schmelz- 
punkt 215°). Es zeigte sich, daB die aus d-Idonsiure nach van 
Ekenstein erhaltene Dibenzalverbindung sich durch fraktionierte 
Krystallisation in 2 Isomere vom Schmelzp. 208° und 227° auf- 
teilen liBt. Beide haben, was auffallt, die gleiche Drehung (— 57,5"), 
stehen jedoch nicht im Verhaltnis der Dimorphie. Ganz gleiche 
Dibenzalverbindungen erhielten wir aus unserem Hydrierungs- 
produkt (Schmelzp. 209° und 225'), mit dem Unterschiede, dab 
sie natiirlich +57,3° drehten. Die krystallographische Vermessung 
durch Herrn Dipl.-Ing. Trommsdorf im Mineralogischen Institut 
der Universitit Gittingen bestitigte, dab es sich zweifellos um 
Enantiomorphe handelt. Damit ist sicher festgelegt, dab dem 
Vitamin entweder Formel I oder Formel V zukommen muf. Die 
Entscheidung zwischen beiden Formeln konnte eimwandfrei nach 
dem Verfahren von Criegee®) gefallt werden. 


Nach Criegee geben nur solche Poly-oxyverbindungen mit 
Bleitetracetat Formaldehyd, die benachbart zu einem primiren 
Hydroxyl eine zweite freie Hydroxylgruppe tragen. Es konnte 


') Wiirzburger Vortrag. 2) Liebigs Ann. 403, 267 (1914). 
3) E. Fischer u. Fay, B. 28, 1981 (1895). 

*) Ree. Trav. chim. Pays-Bas et Belg. (Amsterd.) 18, 305 (1899). 
5) Liebigs Ann. 4%, 218 (1932). 
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also nur dann aus dem Vitamin Formaldehyd erhalten werdey, 
wenn ihm FormelI zukime. Karrer') hat das Vitamin selbs 
mit Bleitetracetat oxydiert, konnte aber keinen Formaldehyd nach. 
weisen. Der Gedanke lag nahe, dab das Vitamin bei seiner un. 





—- COOH 
| 
ponaennss HCOH 
COOH COOH l l 
| | HCOH HOCH 
HCOH HCOCH, Oo | 
l HCOH HCOH 
CH,OCH HOCH | 
| l —, HOCH 
CH,OCH, CH,OCH, ) 
HOCH, H,COH 
VII VII IX x 


gewohnlich leichten Oxydierbarkeit schnell Veranderungen bei 
der Bleitetracetat-oxydation erleidet, bevor es zur Formaldehyd- 
bildung kommt. Hingegen schien das Dimethyl-vitamin eher fiir 
diese Bestimmung geeignet. Herr Criegee war so freundlich, 
wie schon friiher erwahnt?), eine Bestimmung am reinen, krystalli- 
sierten Dimethyl-vitamin auszufiihren, und er fand 70°/, der be- 
rechneten Menge an Formaldehyd. Damit ist der eindeutige 
Beweis fiir Formel I erbracht, die sich iibrigens von unserer ersten 
Formel II lediglich durch die Verschiebung der Sauerstoffbriicke 
von C,—©, nach C,—C, unterscheidet.*) Alle Eigenschaften des 
Vitamins werden aus der Formel I verstindlich: 2 alkoholische 
Hydroxylgruppen in einer riiumlichen Anordnung, die die Bildung 
einer Mono-acetonverbindung erméglicht, eine von ihnen primiir; 
2 enolische Hydroxylgruppen, die mit Diazomethan veriitherbar 
sind. Die beiden letzten Sauerstoffatome gehéren einer sehr stabilen 
OH OH 
Lactongruppe an. DaB die Atomanordnung —C—C—C—0 fiir 
das ungewohnliche Reduktionsvermégen des Vitamins verantwort- 
lich zu machen ist, folgte daraus, daf durch Methylierung der 
enolischen Hydroxyle dies Reduktionsvermégen verschwindet. 


1) Helvet. chim. Acta 16, 303 (1933). 

2) Diese Z. 218, 282 (1933). 

5) Es darf bei dieser Gelegenheit erwiihnt werden, daB alle Kinwiinde, 
die der eine von uns (M.) in der Diskussion zu dem Vortrage von Ohle 
auf der Hauptversammlung des Vereins Deutscher Chemiker in Wiirzburg 
(1933) gegen die Ableitungen Ohles iiber die Konfiguration des Vitamins 
gemacht hat, sich in jeder Hinsicht als berechtigt erwiesen haben. 
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rden, Ff j AuBerdem zeigte v. Euler’) am Enol-tartron-dialdehyd, dab solche 


ach- 














Atomgruppierungen mit besonderem Reduktionsvermégen verkniipft 

sind. Vielleicht ist auch das groBe Reduktionsvermégen des 

Pyrogallols in saurer Lésung (z. B. gegen Silbernitrat) auf eine 
HwW~S 

Tautomerisierungim SinnederFormel | zuriickzufiihren. 


Kine Bestitigung der so ermittelten Ringstruktur des Vita- 
mins brachte die mit F. Jung?) ausgefiihrte Synthese des ein- 
fachsten Vertreters dieser Verbindungsklasse, naimlich der Oxy- 
tetronsiure (XI). Diese gleicht, wie zum Teil schon berichtet 


HOC=—COH 
‘ | | 
XI H,C C=O 
. 2 
wurde, in allen Eigenschaften dem Vitamin. SBesonders die 


Stabilitit ihres Ringes steht in vollkommener Parallele zu der 
der Ascorbinsiure und bildet so eine Bestiitigung fiir deren Formel. 


Zu erwihnen sind noch die inzwischen verdffentlichten 
Synthesen des Vitamins und einiger seiner Isomeren. Das all- 
gemeine Interesse an diesem durch seine chemischen wie physio- 
logischen Eigenschaften so bemerkenswerten Stofie, auferdem 
seine relativ einfache Struktur, haben es mit sich gebracht, dab 
von verschiedenen Seiten [Reichstein’), Ohle*), Maurer’)] 
Synthesen des Vitamins oder isomerer Stoffe durchgefiihrt wurden, 
wihrend die an der Strukturermittlung dieser Substanz arbeitenden 
Forscher noch mit deren Aufklirung beschiftigt waren. Nur 
Haworth und Hirst*) konnten, mit einem Stabe von Mitarbeitern, 
kurz nach der Veréffentlichung der Synthese des natiirlichen Vita- 
mins und seines Enantio-stereomeren durch Reichstein, eine 
Synthese nach dem gleichen Verfahren, wie es Reichstein an- 
wandte, mitteilen. Diese Synthese der Ascorbinsiure aus Xyloson 
durch Cyanhydrin-Aufbau ist fiir die eine (I) oder die andere 


1) a. a. O. 
*) Vorliufige Mitteilung vgl. Ber. chem. Ges. 66, 1291 (19383). 

*) Nature 131, 280 (1933); Helvet. chim. Acta 16, 1020 (1933). 
*) Ref. iiber den Wiirzburger Vortrag, Z. angew. Chem. 
5) Ber. chem. Ges. 66, 1054 (1933). 

6) J. chem. Soc. Lond. 1933, 1270. 
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Formulierung (II) nicht beweisend.') Zwar pflegen Zucker aj, 
Carbonylformen mit Blauséiure im Sinne der Reaktion A sich 
umzusetzen. Da aber bis dahin iiber die Reaktionsweise der Ogone 
mit Blausiure keine Erfahrungen vorlagen, so war selr wohl eine 
Reaktionsweise nach B denkbar, bei der nicht die Carbonylform, 
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sondern eine Lactolform des Xylosons reagiert. Erst die durch 
den Abbau festgelegte Struktur des Vitamins hat gezeigt, dab auch 
Osone in diesem Falle wie Zucker in ihrer Carbonylform reagieren. 

Uber unsere eigenen auf eine Synthese gerichteten Versuche 
werden wir demnichst berichten. Bemerkenswert ist, daB sowobl 
das Enantiostereomere des Vitamins wie auch das von Ohle und 
von Maurer hergestellte Isomere dadurch ausgezeichnet sind, 
da8B sie nur einen Bruchteil der Wirksamkeit des Vitamins selbst 
besitzen. ”) 


Wir sind wiederum der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft und der Firma E. Merck fir ihre Unterstiitzung 
zu groBem Danke verpflichtet, ferner der Justus-Liebig-Ge- 
sellschaft fiir die Gewahrung eines Stipendiums an den einen von 
uns (K.). Ebenso verdanken wir einen Teil des Vitamins aus 
Paprika der Liebenswiirdigkeit von A. Szent-Gyérgyi. 

‘) Vgl. auch dihnliche Bemerkungen von T. Reichstein, Helvet. chim. 


Acta 16, 1021 (1933). 
*) Reichstein, a. a.O.; Dalmer u. Moll, diese Z. (im Druck). 
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Die Konstitution des Vitamins C. 


Versuche., 


Hydrierung von Vitamin C in Wasser. 3g reines Vitamin, in 
30 ccm Wasser gelést, werden in einer Ente, in der vorher etwa 
2 g Platinoxyd in 20 ccm Wasser mit Wasserstoff reduziert worden 
waren, unter 60 Atmosphiren Wasserstoffdruck im Autoklaven 
bei 35—40° mehrere Tage geschiittelt. Die filtrierte Liésung 
reduziert danach weder Jodlésung noch Silbernitratlésung. 

Die Lésung wird im Vakuum eingedampft; es hinterbleiben 
3g farbloser Sirup, der nach der Titration aus einem Gemisch 
yon Siiure und Lacton besteht. 

3,495 mg Subst. verbrauchten in der Kiilte 0,22 cem n/20-Natronlauge. 

C,H,,0; (196) Ber. Aquiv.-Gew. 196 
Gef. ss 334, 
demnach 58,7°/, als freie Siiure vorliegend. 


Brucinsalz der l-Idonsiure. 0,5 g Hydrierungssirup werden 
in 5 com Wasser gelést und mit 1,25 g Brucin einige Stunden 
auf dem Wasserbad erwirmt. Dann wird mit Kis gekiihlt, vom 
nicht umgesetzten Brucin abgesaugt und das Filtrat im Vakuum 
volistindig eingedampft. Erhalten wird ein zum gréften Teil 
durchkrystallisierender Sirup, der mit 60 ccm absolutem Alkohol 
kriftig durchgerieben wird. Es hinterbleibt schon ziemlich reines 
Brucinsalz der 1-Idonsiiure, ausgezeichnet durch seine Schwer- 
léslichkeit in Alkohol; 0,75 g. Diese werden mit nochmals 60 ccm 
absolutem Alkohol ausgekocht und dann der kaum verminderte 
ungeléste Riickstand in 150 ccm absolutem Methylalkohol nach 
lingerem Kochen am RiicktluBkihler gelést, hei® von wenig Un- 
geléstem filtriert und das Filtrat auf die Hilfte eingeengt. Nach 
einigem Stehen scheiden sich Krystalldrusen ab (250mg). Schmelz- 
punkt 191° (unter starker Zers.). Nach nochmaligem Umkrystalli- 
sieren Schmelzp. 192°.}) 

Aus der Mutterlauge wird eine weitere Portion Brucinsalz 
gewonnen. 

[a]§9 = — (100 x 0,165°) :(1 1,01) = — 16,5° (Wasser). 

Zur Analyse wurde iiber P,O, im Vakuum getrocknet. 

6,340 mg Subst.: 0,255 cem N, (24°, 750 mm). — 3,008 mg Subst.: 
6,930 mg CO,, 1,770 mg H,O. 

C,3H.g0,N, -C,H,,0, (590,38) Ber. C 58,98 H 6,44 N 4,75 
Gef. ,, 59,20 ,, 6,59  ,, 4,56. 





') E. Fischer u. Fay, Ber. chem. Ges. 28, 1981 (1895): 190—195° 
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Phenylhydrazid der I-Idonsaéure. 0,5 g Hydrierungssirup werdey 
mit 5ccm Wasser, 0,5 ccm 50°/, iger Essigsiure und 0,5 ccm 
Phenylhydrazin 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Das Reak. 
tionsgemisch wird im Vakuum eingedampft, das zuriickbleibende 
gelbe Ol mit Essigester hei ausgezogen. Beim Erkalten scheidet 
die Essigesterlésung zu kugeligen Aggregaten vereinigte Niidelchen 
ab. Schmelzp. 115°, ab 102° Sinterung [Nef}) findet fiir d-Idon. 
siure-phenylhydrazid: 100—110°). Eine weitere Reinigung stift, 
wie auch Nef?) schreibt, wegen der geringen Krystallisations. 
tendenz des Idonsiure-phenylhydrazids auf groBe Schwierigkeiten, 
Das gleiche Produkt wird erhalten, wenn man 0,5g des Hydrierungs- 
sirups mit 0,7 ccm absolutem Alkohol und 0,5 com Phenylhydrazin 
gut vermischt und einige Stunden stehen liBt. Das Reaktions- 
produkt wird in heiBem Essigester gelést, daraus liBt sich mit 
Ather das 1-Idonsdure-phenylhydrazid in gleicher Beschaffenheit 
abscheiden. Mikrodrehung: 

(«]2° =+ 10,5° (3,310 mg Subst. in 0,326 cem H,O, 1 dm-Rohr; fiir 
die d-Form bei Nef‘) angegeben: — 12,4°). 

2,324 mg Subst.: 0,190 cem N, (19°, 749 mm). 

C,.H,,0,N, (286,2) Ber. N 9,79 Gef. N 9,42. 

Dibenzal-d-Idonsaure. Die d-Idonsiure wurde nach der Vorschrift 
von LaForge* aus d-Xylose nach der Cyanhydrinsynthese dargestellt. 
Nach Abtrennung des auskrystallisierenden Gulonsiurelactons befindet sich 
die d-Idonsiure in der Mutterlauge, die zum Sirup eingedampft wird. 

5g des Sirups werden mit 12,5 com 2n-NaOH 3 Stunden 
stehen gelassen. Dann wird mit 20 ccm in Kiltemischung mit 
HCl-Gas gesittigter Salzsiure und 2,5 g Benzaldehyd versetzt 
und 2 Tage geschiittelt. Das mit feinen Nadeln durchsetzte 
Reaktionsgemisch wird mit Wasser aufgenommen und verschiedene 
Male ausgeiithert und die in Wasser und Ather unldslichen 
Nadeln abgesaugt. Das Rohprodukt zeigte den Schmelzp. 207°, 
nach 1 maligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol 215°, wie 
van Ekenstein und de Bruyn’) angaben. Durch weiteres Un- 
krystallisieren aus Methanol la8t sich dies Produkt in zwei Kon- 
ponenten zerlegen: eine Dibenzalverbindung vom Schmelzp. 227°, 
die in Methanol sehr schwer léslich ist (leichter in 60 °/,igem 
Athylalkohol), und eine zweite vom Schmelzp. 208°, die in Methanol 
leichter léslich ist und sich infolgedessen in den ersten Mutter- 





) Nef, Liebigs Ann. 403, 267 (1914). 
*) J. of biol. Chem. 591, 123 (1924). 
*) Rec. 18, 305 (1899). 
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 Jaugen findet. Analyse und Drehung stimmen bei beiden Formen 
5 ccm ( iiberein. Mischschmelzp. 195°. 



































Reak. Dibenzal-d-Idonsiure I, Schmelzp. 227°, zur Analyse bei 120° 
bende — im Vakuum getrocknet. 

heidet Fe 4,350 mg Subst.: 10,260 mg CO,, 2,160 mg H,0. 

Ichen JF C,H), (872,2) Ber. C 64,52 H 5,38 Gef. C 64,31 H 5,56. 
Idon. [a]2° =— (100 x 0,578°):(1 x 1,00) = — 57,8°. 

stobt, Dibenzal-d-Idonsaiure II, Schmelzp. 208°, zur Analyse bei 
wo ns- — 120° im Vakuum getrocknet. 

Clten, — 


4,199 mg Subst.: 9,920 mg COQ,, 2,080 mg H,0O. 


iain C,,H,.0, (872,2) Ber. C 64,52 H 5,38 Gef. C 64,43 H 5,54. 
ion. [a]2° = — (100 x 0,573"): (1 x 0,925) = — 57,3°. 
mit Dibenzalverbindung der 1-Idonsdure aus Vitamin. 0,8 g Hydrie- 
uheit [F rungssirup werden mit 3 ccm 2n-NaOH einige Stunden stehen 
 gelassen, dann mit 3 ccm kalt (— 10°) gesittigter Salzsiiure und 
fiir 0,8 ccm Benzaldehyd iiber Nacht geschiittelt. Das Reaktions- 
gemisch wird in Wasser aufgenommen und mit Ather 3 mal aus- 
geschiittelt. Die in Wasser und Ather unldslichen Krystalle 
| werden abgesaugt (100 mg) und zeigen nach Imaligem Um- 
hrift [  krystallisieren den Schmelzp. 216° pare hier lieBen sich, wie 
telit. (fF bei der d-Form, die 2 Komponenten durch éfteres Umkrystalli- 
sich fF sieren aus Methylalkohol trennen, die eine Form zeigte den 
7 Schmelzp. 225°, die andere 209°, beide gaben gleiche Analysen, 
om [a]}® = + (100 x 0,43%:(1 x 0,75) = + 57,3° 
atzt Dibenzal-l-Idonsiure I, Schmelzp. 225°, zur Analyse bei 120° 
a im Vakuum getrocknet. 
one «Oo 4,583 mg Subst.: 10,850 mg CO,, 2,260 mg H,0O. 
en off C.9H,,0, (8372,2) Ber. C 64,52 H 5,38 Gef. C 64,57 H 5,52. 
vm, Dibenzal-l-Idonsiiure II, Schmelzp. 209°, zur Analyse bei 
vie 120° im Vakuum getrocknet. 
- = 4,950 mg Subst.: 11,770 mg CO,, 2,540 mg H,0. 
; 2 C,,H,,0, (872,2) Ber. C 64,52 H5,38 Gef. C 64,85 H 5,74. 
a 
oo Krystalloptische Untersuchung. 
re Untersuchte Priparate: 


1. Dibenzal-d-Idonsiure I, Schmelzp. 227° und Dibenzal-l-Idonsiure I, 
Schmelzp. 225° 
. 2. Dibenzal-d-Idonsiure II, Schmelzp. 208° und Dibenzal-l-Idonsiure II, 
Schmelzp. 209°. 
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Beschreibung des Aussehens unter dem Mikroskop (Kip. 
bettungsfliissigkeit K,HgJ, in Wasser geldst): Biindel- oder garbenformige 
Aggregate linealférmiger sehr langgestreckter Krystillchen. Linge pis 
0,05 mm, Breite nicht tiber 0,005 mm, meist unter 0,001 mm. Begrenzung 
der Schmalseiten unregelmibig. Manchmal Durchkreuzungszwillinge 2 
beobachten. Winkel zwischen den c-Achsen 81° 


Optischer Befund: « in Lingsrichtung. Gerade Ausléschung, 
niedrige Interferenzfarben, grau bis gelbbraun 1. Ordnuug. 


Brechungsindices fiir Na-Licht: 


d-FormI « = 1,555 +1 l-FormI= «’ = 1,555 
y = 1,592 +1 y’ = 1,592 
d-Form II e«’ = 1,574 1-Form II o’ = 1,572 
y’ = 1,601 y’ = 1,599 


Untersuchung im konvergenten Licht ergab stets das Bild einer 
optischen Mittellinie mit verwaschenem schwarzen Kreuz, Messung des op- 
tischen Charakters und (wenn Zweiachsigkeit vorhanden) Achsenwinkels ist 
daher nicht méglich und die Symmetrieklasse daher mit Sicherheit nicht zu 
bestimmen. Die gerade Ausléschung, das bei Krystallen aller Lagen gleiche 
Bild der optischen Mittellinie und die bei Krystallen aller Lagen gleichen 
Brechungsindices lassen vermuten, da die Krystalle optisch einachsig sind. 


Ergebnis der Untersuchung: Von beiden zu untersuchenden 
Stoffpaaren zeigen die d- und 1-Form in allen gepriiften Merkmalen jeweils 
dieselben Eigenschaften; es wurde nichts beobachtet, was auf eine Ver- 
schiedenheit der Stoffe vom gleichen Schmelzpunkt schlieBen 1aBt. 


Weermannscher Abbau von Mandelsdure-methylather-amid. 
1 g Mandelsiure-methylather-amid (Schmelzp. 111°) wird unter Kiihlung mit 
7,5 cem einer Natriumhypochloritlésung versetzt, die in 13 cem Lésung 
1,4 ¢ NaOH und 0,72 g Chlor enthielt. Nach 5 Minuten werden 1,6¢ 
Hydrazinsulfat zugegeben und mit Natronlauge neutralisiert. Nach 1 Stunde 
wird der gelbe Niederschlag abgesaugt und aus Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 93°. 0,3 g reines Produkt. (Benzalazin: Schmelzp. 93°.) 


Behandlung des Dimethyl-vitamins mit n/10-Lauge. einstes, 
krystallisiertes Dimethyl-vitamin (Schmelzp. 63°) wird mit iiber- 
schiissiger n/10-Kalilauge 6 Stunden auf dem Wasserbad erwiarmt 
und dann mit n/10-Salzsiure zuriicktitriert. Der Verbrauch an 
Alkali entspricht genau 1 Mol, auch bei 24stiinaigem Erhitzen 
mit Alkali. (Erst bei Verseifung mit n/1-Kalilauge tritt tiefer- 
gehende Zersetzung ein, so dab keine definierten Produkte zu 
fassen sind.) Die neutrale Lésung wird im Vakuum zur Trockne 
verdampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgezogen. 
Aus der alkoholischen Lisung fillt mit Ather das Kaliumsalz, 
das nach dem Trocknen ein flockiges, hygroskopisches Pulver 
darstellt. Analog 1aBt sich das Natriumsalz erhalten, das in aller 
Eigenschaften dem Kaliumsalze gleicht. 
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Die Konstitution des Vitamins C. 


Zur Analyse wurde bei 80° iiber P,O, getrocknet. 

6,430 mg Subst.: 8,720 mg CO,, 2,940 mg H,O. — 10,450 mg Subst. ; 
18,02 mg AgJ. — 8,090 mg Subst.: 2,56 mg K,SQ,. 

C,H,,0,;K (260,1) Ber. C 36,92 H 5,00 20CH, 23,84 K 15,00 
Gef. ,, 36,98 ,, 5,12 » 92,78 ,, 14,22. 

Behandlung des Natriumsalzes aus Dimethyl-vitamin mit Nitro- 
penzoylehlorid. 0,6 g Natriumsalz (1 Mol) werden mit 5 ccm Chloro- 
form, 1,5 g p-Nitrobenzoylchlorid (3 Mol) und 3ccm Pyridin bei 0° 
seschiittelt, wobei schnell Reaktion eintritt. Nach dem Stehen 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur wird vom ausgeschiedenen NaCl 
abfiltriert und die Chloroformlésung mit verdiinnter Schwefel- 
siure und Wasser durchgeschiittelt. Dann wird zur Entfernung 
des iiberschiissigen Saiurechlorids die Liésung mit etwas Barium- 
carbonat und wenig Wasser 6 Stunden auf der Maschine ge- 
schiittelt, filtriert und mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet. 
Beim Kindampfen im Vakuum hinterbleibt ein gelblicher, krystalliner 
Riickstand, der aus Essigester—Benzin umkrystallisiert einen 
Schmelzpunkt von 173° zeigt. Nach 3 maligem Umkrystallisieren 
aus Benzol—Benzin wird der Schmelzp. 181° erreicht. 

Die Titration mit n/20-NaOH in der Kialte ergab fiir den 
ersten Umschlag (Phenolphthalein) das Aquivalent 1600, weitere 
Natronlauge wurde unter Ziehen verbraucht, bei Zugabe einer 
dem Aquivalent 291 entsprechenden Menge Natronlauge war die 
Rotfirbung erst nach 2 Minuten verschwunden. 

Fehlingsche Lésung wird von der Substanz weder nach 
alkalischer noch nach saurer Verseifung reduziert. 

Zur Analyse wurde bei 80° im Vakuum getrocknet. 
| 4,953 mg Subst.: 9,290 mg CO,, 1,940 mg H,O. — 5,615, 3,622 mg 
Subst.: 0,201 (24°, 753 mm), 0,126 (20°, 740 mm) cem N,. — 6,177 mg Subst.: 
8,440 mg AgJ. — 18,690, 10,115 mg Subst.: 1,33, 0,73 eem CH, (18°, 744 mm, 
Zerewitinoff bestimmung in Pyridin). 


C,,H,,0,N (353,2) 


Ber. C 50,99 H 4,25 N 3,96 20CH, 17,98 10H 4,82 
Gef. ,, 51,14 ,, 4,88 ,, 3,95, 4,07 » 18,05 4, 4,07, 5,04. 


Diese Mononitrobenzoyl-dimethylverbindung wird durch QOzon nicht 
angegriffen. Nach 4 stiindigem Ozonisieren in Eisessig wird unverindertes 
Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. 

Ebenso lieferte die Einwirkung von Hydroxylaminchlorhydrat (in 
alkoholischer Lésung mit Natriumacetat 3 Stunden erhitzt), von p-Nitro- 
phenylhydrazin (2'/, Stunden in alkoholischer Lésung erhitzt, bzw. 1 Tag 
in essigsaurer Lésung stehen gelassen) und von Semicarbazid (in alko- 
holischer Lésung 2'/, Stunden erhitzt) immer unverindertes Ausgangs- 
material zuriick. 














Gewinnung von Phaophorbid a aus Seidenraupenkot.’) 
Von 
Hans Fischer und Albert Hendschel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Munchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1933.) 


In der IL. Mitteilung iiber die Untersuchung des Seidenraupen- 
kotes berichteten wir tiber stark positive Phasenproben in den 
alkoholischen Ausziigen der Exkremente. Wir haben diese Beob- 
achtung’) weiter verfolgt. Die Extraktion mit Aceton erwies sich 
als besonders giinstig und hierbei wurde regelmaBig stark phasen- 
probenpositives Material gefunden, und eine Reihe von Phiophorbid- 
fraktionen erhalten, alle stark positiv. Spektroskopisch waren die 
Fraktionen nicht vollkommen identisch; der Hauptanteil aber 
stimmte mit Phiophorbid a iiberein und in der Tat gelang es, 
Phiophorbid a in krystallisiertem Zustand herauszuarbeiten und 
zur EKlementaranalyse zu bringen. In einem Fall konnte eine 
gut stimmende Analyse erzielt werden. In der Mehrzahl der 
Fille aber gelang es trotz vieler Bemiihungen (vgl. experimen- 
teller Teil) nicht, einwandfreie Phiophorbidanalysen zu erhalten, 
teils fiel der Kohlenstoffwert zu hoch aus, teils zu niedrig. Wir 
fiihren diese abweichenden Analysen auf die als Nebenprodukte 
entstehenden Purpurine zuriick, die sehr schwer abtrennbar sind 
und in der Tat laiBt sich ein geringer Purpuringehalt im Phio- 
phorbid spektroskopisch nicht mehr erkennen. Wir haben ab- 
sichtlich Purpurin 18 nativem Phiophorbid a beigemischt und 
feststellen miissen, daB ein Gehalt von 4,5°/, spektroskopisch 
nicht erkennbar ist.*) Die Phiophorbidfraktionen wurden der 
Behandlung mit Diazomethan unterworfen und es gelang auch, 
das Methylphaophorbid a krystallisiert zu erhalten. Nach den 
Analysen und den EKigenschaften kann an dem Vorhandensein von 


1) IV. Mittlg. tiber den biologischen Chlorophyllabbau: I. Mittlg. Diese 
Z. 196, 33 (1931); II. Mittlg., Diese Z. 206, 255 (1932); IIL. Mittlg., Diese 
Z. 216, 57 (1933). 


*) Diese Z. 206, 258 (1932). *) Liebigs Ann. 490, 12 (1931). 
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Methylphiophorbid a kein Zweifel sein, aber auch hier waren, 
ofenbar aus den eben angezogenen Griinden, die Analysen nicht 
scharf stimmend. Nach dem ganzen Verhalten kann es sich 
jedoch nur um Methylphiophorbid bzw. Phiophorbid handeln. 
Eine der besten Identifikationsmethoden fiir intaktes Phiiophorbid 
ist gegeben durch das Verhalten gegen Methylalkohol und Diazo- 
methan, wobei das Phiophorbid zu Chlorin e-Trimethylester auf- 
gespalten wird.') Hier wurde ebenfalls in glatter Reaktion aus 
dem Phiophorbid der Chlorin e-Trimethylester mit richtigem 
Schmelz- und Mischschmelzpunkt erhalten. Als Nebenprodukt 
wurde Phiopurpurin 7 beobachtet. 


Die kalte Jodwasserstofireduktion ergab Iso-Phioporphyrin a,, 








































a die heiBe Phiioporphyrin sy das durch Schmelz- und Mischschmelz- 
ah. punkt und Analyse identifiziert wurde. _ Das Auftreten dieses 
ich Porphyrins beweist auch das Vorhandensein von intaktem Chloro- 
ai. phyll bzw. Phiophorbid, ebenso wie die iibrigen Reaktionen (vgl. 
id. | ¢xperimenteller Teil). Die b-Komponente konnte ebensowenig wie 
die § ‘iher beobachtet werden. 
ber Zieht man die Exkremente statt mit Aceton mit LHisessig 
es, [| aus, so wird im wesentlichen das gleiche Resultat erhalten, nur 
nd | treten als neue Koérper Phiopurpurin 7 und Phiopurpurin 18 in 
ine | dDicht unbetriichtlicher Menge auf; Phiopurpurin 7 wurde durch 
ler Schmelz- und Mischschmelzpunkt und Analyse identifiziert. Die 
an- Phiophorbidfraktion, die auch hier die Phasenprobe positiv ergab, 
en. wurde krystallisiert erhalten und gab bei der Analyse Zahlen, die 
Tir auf mehr als 5 Sauerstoffatome schlieBen lassen. Bei der Reduktion 
te mit Jodwasserstoff entsteht jedoch weitaus der Hauptmenge nach 
od ff Phioporphyrin a,, so daB es sich auch hier im Wesentlichen um 
i. 2 Phiophorbid a handeln mu8. Die Analysendifferenz muB wieder 
b- wie oben erklart werden durch Purpuringehalt. 
dst Aus dem Unterschied der Ergebnisse der Verarbeitung mit 
+h OE Aceton und mit Eisessig ist der SchluB der sekundiren Ent- 
er stehung des Phiopurpurin 7 zu ziehen, mindestens der Haupt- 
h, menge nach und es sind ja auch an sich im Seidenraupenkot die 
n Bedingungen fiir die Entstehung des Purpurins nicht giinstig. 
n Purpurine sind bekanntlich von Conant?) zuerst beim stark 
alkalischen Abbau von Phiophytin erhalten worden. Das p,, des 
3e —— enn 
') Liebigs Ann. 498, 221 (1932). 


*) J. Amer. Chem. Soc. 52, 3013 (1930). Die Gewinnung von Pur- 
purinen gelang auch mit verdiinnter Natronlauge, Liebigs Ann. 490, 43 (1931). 
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Seidenraupenkotes, frisch untersucht, ergab, wie wir einer Privat. 

mitteilung vom 6.6.33 des Herrn Professor Kirrmann-Bordeayx 
entnehmen, bei der Untersuchung des Herrn Professor Delannay) 
(Biologische Chemie-Bordeaux) ein p,, von 6,2 (+ 0,2), also schwach 
saure Reaktion. Da8 unter diesen Bedingungen Purpurin nicht 
entsteht, geht ja auch aus dem Verarbeitungsresultat des Seiden. 
raupenkotes mit Aceton hervor, wihrend beim Verarbeiten mit 
Risessig—Ather allein kein Purpurin entsteht. Das Purpurin ent. 
steht sekundar (vgl. experimenteller Teil) bei der Methode der 
Bereitung der Natriumsalze. Hierbei tritt sekundire Oxydation 
zum Purpurin7 ein und dai dem so ist, wurde durch ver. 
gleichende Bearbeitung von Phiophorbid a mit Eisessig gezeict, 
Bei der Verarbeitung iiber das Natriumsalz kann auch hier Pur. 
purin 7 beobachtet und isoliert werden. Das friiher beschriebene 
Phyllobombycin konnte bei diesen Versuchen nicht mehr gefunden 
werden. Phyllobombycin ist ein Gemisch von Phiophorbid a 
und Purpurin 7 und so erkliren sich auch die verschiedenartigen 
und teils widersprechenden Abbauresultate, die mit Phyllobom- 
bycin erhalten wurden. 

Um definitiv die sekundire Bildung von Phiopurpurin 7 zu 
beweisen, haben wir den ersten durch einfache Fraktionierung 
gereinigten Extrakt katalytisch reduziert und reoxydiert. Hierbei 
tritt der Hauptmenge nach Phioporphyrin a, auf und als Neben- 
produkt etwa 10°/, Phaoporphyrin a,. Zur weiteren Kontrolle 
wurde ein nach Conant’) mit verdiinnter Kalilauge verseiftes 
und mit Salzséure ausgefilltes Phiiophorbid aus Seidenraupenkot 
der katalytischen Hydrierung unterworfen (vgl. experimenteller Teil, 
S. 260) und hierbei gleiche Mengen von Phioporphyrin a, und 
Phioporphyrin a, isoliert. Auch dieser Versuch beweist das Vor- 
kommen von nativem Phiophorbid. Das Auftreten des Phiic- 
porphyrin a, mu8 durch weitere sekundire Verainderung des Phiio- 
phorbids bedingt sein, wobei unentschieden bleibt, ob durch die 
Methode oder primar vorgebildet. 

FaBt man alle Beobachtungen iiber das Schicksal des Chloro- 
phylls in den Seidenraupen zusammen, so ist der Nachweis von 
unverindertem Phiophorbid a im Seidenraupenkot mit Sicherheit 
erbracht. Phytol und Magnesium werden also abgespalten unter 
Bildung yon Phiophorbid. Daneben beginnt der oxydative Ab- 





1) Beiden Herren danken wir auch an dieser Stelle bestens. 
*) J. Amer. chem. Soc. 55, 839 (1933). 
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Gewinnung von Phiophorbid a aus Seidenraupenkot. 258 
bau, der der Hauptsache nach kaum iiber Oxyphaophorbid hinaus- 
gehen diirfte. Phyllobombycin ist eine Molekiilverbindung von 
Phiophorbid a mit Phaopurpurin 7. 


Versuche. 


Aufarbeitung von Seidenraupenkot. — I. Mit Aceton. Auf 
einer groBen Nutsche wird 1 kg fein gemahlener Seidenraupenkot 
mit 2 Liter Aceton im Verlauf 1 Stunde extrahiert. Der Aceton- 
extrakt wird in viel Ather gegossen und durch dfteres Waschen 
mit Wasser das Aceton zum gréBten Teil entfernt. Dann wird 
mit Salzsiure fraktioniert. 

12°), ige HCl-Fraktion: Sie zeigt reines Phiiophorbid a-Spek- 
trum; der Farbstoffanteil betrigt etwa 20°/,. Phasenprobe +. 

15°/,ige HCl-Fraktion: Sie zeigt die Banden des Phiophorbid 
a-Spektrums nach innen zusammengedriickt, und macht den Haupt- 
anteil des Farbstoffes aus. Phasenprobe + +. 

20"/,ige HCl-Fraktion: Sie zeigt reines Phiophorbid a-Spek- 
trum, stimmt also mit der 12°/, igen Fraktion restlos tiberein. 
Auteil etwa 20°,. Phasenprobe +. 

25°/,ige HCl-Fraktion: Sie zeigt ein Phiophorbid-Spektrum, 
das gegen Phiophorbid a von der 2. Bande ab durchweg um 
3 mu nach Blau verschoben ist. Anteil sehr gering. Phasen- 
probe +. 

12"/,ige HCl-Fraktion: aus Ather krystallisiert. 

4,210 mg Subst.: 10,535 mg CO,, 2,485 mg H,O. — 3,625 mg Subst.: 
0,284 cem N, (22°, 711 mm). 

C,,H,,.N,O, Ber. C 69,05 H 5,96 N 9,21 OCH, 5,10 
Gef. ,, 68,25 , 6,60 ,, 8,48 «2 

15°/, ige HCl-Fraktion: aus Aceton—Methylalkohol krystallisiert. 

5,200 mg Subst.: 13,075 mg CO,, 2,945 mg H,O. — 3,680 mg Subst.: 
0,296 cem N, (21°, 721mm). — 6,316 mg Subst.: 2,368 mg AgJ. — 5,020 mg 
Subst.: 12,600 mg CO,, 5,288 mg H,O. — 3,290 mg Subst.: 0,275 cem N, 
21°, 712 mm). 

C,;Hy.N,O, Ber. C 70,91 H 613 N 9,46 OCH, 5,24 

C.,H,,.N,0, 99 x See.» O86 , 9381 a Bt 
Gef. ,, 68,42 ,, 634 , 886 ,, 4,95 
99 » 68,45 , 6,36 ,, 9,09 

20°/,ige HCl-Fraktion: aus Aceton—Methylaikohol krystallisiert. 

4,492 mg Subst.: 11,355 mg CO,, 2,565 mg H,O. — 38,840 mg Subst.: 
0,281 cem N, (22°, 721 mm). — 3,265 mg Subst.: 1,290 mg Agu. 

Cy,HggN,O, Ber. C 70,91 H 6,13 N 9,46 OCH, 5,24 

C,,Hs,N,0, - ~ Ce , 96 , 71 » 95,10 

Gef. ,, 68,94 ,, 6,39 ,, 8,03 ,, 5,22. 
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Zur weiteren Reinigung wurden die einzelnen Fraktionen noch einma| 
fraktioniert, nachdem vorher die Veresterung mit Diazomethan in Athe; 
vorgenommen wurde. Die 

12°/,ige Fraktion gibt beim Fraktionieren eine 12°/, ige Ester-Frak. 
tion, ferner eine 15- und 20°/,ige Ester-Fraktion. Die 

15°/, ige Fraktion ebenso wie die 

20°/,ige Fraktion geben je eine 15- und 20°/, ige Ester-Fraktion. Die 

25°/,ige Fraktion gibt eine 20- und 25”/,ige Ester-Fraktion. 

12°/, ige Ester-Fraktion: Sie zeigt ein Phéiophorbid a-Spektrum, das 
die Verunreinigung mit Purpurin 7 erkennen |aBt. Phasenprobe +. 

15- und 20°/ige Ester-Fraktion: Sie sind in jedem Fall untereinander 
identisch und zeigen reines Phiophorbid a-Spektrum. Phasenprobe + +. 

25°/, ige Ester-Fraktion: Sie zeigt ein undeflnierbares Misch-Spektrum, 
Phasenprobe —. 

15- und 20°), ige HCl-Ester-Fraktion: aus Aceton-Methylalkohol kry- 
stallisiert. 

4,363 mg Subst.: 11,545 mg CO,, 2,615 mg H,O. — 2,848 mg Subst.: 
1,990 mg AgJ, — 5,067 mg Subst.: 13,020 mg CO,, 2,915 mg H,O. — 3,510 mg 
Subst.: 0,260 cem N, (18°, 719 mm). — 4,135 mg Subst.: 3,245 mg AgJ. — 
4,740 mg Subst.: 12,160 mg CO,, 2,600 mg H,O. — 1,850 mg Subst: 
0,147 cem N, (21°, 7138 mm). — 3,060 mg Subst.: 2,105 mg AgJ. 


C.eHssN,O, Ber. C 71,25 H 6,32 N 9,24 OCH, 10,23 


C;,H3,N,Og ” » 69,42 4, 615 4, 9,0 ” 9,97 
Gef. ,, 72,16 ,, 6,71 » 923 

9 » mee |», 644 , SE 35 10,37 

» » 6396 , 614 ,, 866 > 9,09. 


If. Mit Eisessig. 1 kg Seidenraupenkot wird in einem 
Stutzen mit 1—1’/, Liter Eisessig turbiniert und der Eisessig- 
extrakt auf einer Nutsche abfiltriert. 


Versuch 1. Es wird 1 Stunde turbiniert und dann der Lisessig- 
extrakt in Ather gegossen, mit Wasser gewaschen und mit 15°/, iger Salz- 
siure der Farbstoft extrahiert. Der Restither ist nur noch schwach gelb 
gefiirbt. Der 15°/,ige Auszug wird unter Eiskiihlung mit Natronlauge in 
Ather zuriickgetrieben und der Ather mit Natronlauge gut durchgeschiittelt. 
Das ausflockende Natronsalz wird abfiltriert und zum Vergleich’) 2 Tage 
lang an der Luft liegen gelassen; dann wird es in Wasser aufgeldst und 
unter Ather schwach angesiiuert. Die Atherlésung wird mit 7°/, iger, 12- 
und 15°/,iger Salzsiure fraktioniert. 

Die 7°/, ige Fraktion zeigt im Spektrum Phiophorbidtyp. Die Streifen 
erscheinen aber gegentiber Phiophorbid a von der Mitte aus gespreizt. Es 
scheint keine Verunreinigung mit Purpurin 7 vorzuliegen. Phasenprobe + +. 

Die 12°/, ige Fraktion zeigt im Spektrum den Typ des Purpurin 7, mit 
wenig Phiophorbid a verunreinigt. Phasenprobe +. 

Die 15°/, ige Fraktion hat wieder Phiophorbidtyp, doch ist der Pur- 
purinanteil ziemlich betrachtlich schon im Spektrum zu erkennen. Phasen- 
probe +. 

12°',ige HCl-Fraktion: aus Aceton-Methylalkohol] krystallisiert. 


1) Diese Z. 198, 37 (1931). 




















einmal 
7 Ather 


r-Frak. 


n. Die 
n, das 


nander 
H+, 


ktrum, 
1 kry- 


ubst.: 
10 mg 
a 
ubst.: 


nem 


Ssig- 















Benne aie a vat dene Cay oe Ree ae 


eaiseitenbate oa sors 


Gewinnung von Phiophorbid a aus Seidenraupenkot. 955 


4,189 mg Subst.: 10,525 mg CO,, 2,355 mg H,O. — 3,530 mg Subst.: 
0.279 cem N, (20°, 715mm). — 4,595 mg Subst.: 4,765 mg AgJ. — 4,590 mg 
Subst.: 11,485 mg CO,, 2,545 mg H,O. — 3,840 mg Subst.: 0,298 cem N, 
22°, 720 mm). — 4,518 mg Subst.: 4,692 mg AgJ. 
CyHyN,O; Ber. C 68,05 H 6,18 N 8,59 OCH, 14,20 
Gef. ,, 68,52 ,, 6,29 , 8,66  ,, 13,70 
» 68,30 , 620 , 851 ,, 13,72 


Schmelzp. 228°, Mischschmelzpunkt mit Dimethyl-Phiopurpurin 7 ergab 
keine Depression. Phasenprobe —. 


Versuch 2. Es wird ebenfalls eine Stunde turbiniert und dann wie 
oben aufgearbeitet. Das Natriumsalz bleibt 8 Tage an der Luft liegen. 
Hierauf oles wieder aus Ather mit Salzsiiure fraktioniert. 


Die 7°/,ige Fraktion zeigt ein Phiophorbidspektrum, das stark mit 
Purpurin 7 verunreinigt ist. Phasenprobe +. 

Die 12°/, ige Fraktion zeigt folgendes Spektrum: 

I. 725,7—667,3...653,5; II. 561,7—552,0; TIL. 545,5—538,0; 














696,5 556,4 541,7 
IV. 516,0—505,8; End-Abs. 453,0. 
510,9 


Reihenfolge der Intensitit: I, I, II, IV. 


Dieses Spektrum wurde nach wiederholtem Umfraktionieren sowohl 
in 7-, 12- sowie 30°/,iger Salzsiurefraktion erhalten. Als begleitende Ver- 
wnreinigung wurde Phiopurpurin 7 spektroskopisch festgestellt. Phasen- 
probe +. 

Die 15°/,ige Fraktion zeigt Phiophorbid a-Spektrum, das wenig mit 
Purpurin verunreinigt ist. Phasenprobe +. 


Versuch 3. Der Eisessigextrakt bleibt 4 Tage lang an der Luft 
stehen, dann wird wie iiblich aufgearbeitet. Das Natriumsalz wird sofort 
wieder in Wasser gelost und der Farbstoff in Ather zuriickgetrieben. Die 
Atherlésung bleibt im Scheidetrichter 2 Tage lang stehen; dann wird frak- 
tioniert. 

Die 7°/, ige Fraktion zeigt ziemlich reines Phiophorbidspektrum. 
Phasenprobe ++. 

Die 12°/, ige Fraktion zeigt das bei Versuch 2 beschriebene Spektrum, 
nur da8 der Streifen II etwas verdickt erscheint. Phasenprobe —. 

Die 15°/, ige Fraktion zeigt dasselbe Spektrum mit Purpurin 7 stark 
verunreinigt. 12- und 15°/,ige Fraktion sind in sehr geringer Menge vor- 
handen. Phasenprobe —. 

Die 20°/,ige Fraktion ergibt sehr wenig Farbstoff, der mit Dimethyl- 
Phiopurpurin 18 spektroskopisch identisch ist. Phasenprobe +. 


Versuch 4. Der Eisessigextrakt bleibt 1 Stunde lang an der Luft 
stehen, dann wird aufgearbeitet. Die Reinigung iiber das Natriumsalz 
unterbleibt. Nach Fraktionieren mit 15°/,iger Salzsiure bleibt der Ather 
iiber Nacht stehen. 

Die 7°/, ige Fraktion ist Phiophorbid a, das mit Purpurin etwas ver- 
unreinigt ist (etwas Verschiebung nach Blau). Phasenprobe +. 
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doch ist dieses ganz rein. Phasenprobe 12°, —, 15°/, +. 


Die Phiophorbidfraktionen aus den 4 Versuchen wurden vereinigt, 
nochmals fraktioniert und gemeinsam aus Aceton krystallisiert. Die nach. |— 
folgende spektroskopische Untersuchung ergab, daB eine quantitative Um. ,~ 


wandlung in Phiéopurpurin 18 stattgefunden ist. 
4,495 mg Subst.: 11,380 mg CO,, 2,590 mg H,O. — 3,400 mg Subst, 
0,289 ccm N, (23°, 7183 mm). Phasenprobe +. 


C,,H;,N,0, Ber. C 68,65 H 5,77 N 9,43 
Gef. ,, 69,05 ,, 6,17  ,, 9,20. 

Purpurinfraktion: aus Aceton—Methylalkohol krystallisiert. 

4,590 mg Subst.: 11,530 mg CO,, 2,590 mg H,O. — 3,700 mg Subst: 
0,292 ecm N, (23°, 713 mm). — 4,867 mg Subst.: 5,040 mg AgJ. Phasen. 
probe —. 

Cy;HyoN,0, Ber. C 68,05 H 6,18 N 859 OCH, 14,20 

Gef. ,, 68,51 ,, 6,31 ,, 8,54 » 18,68. 

Vergleichsversuch mit Phiophorbid a. Phiophorbid a, das aus 
Phiiophytin durch Verseifung gewonnen wurde, wird iiber Nacht 
in Eisessig stehen gelassen, in Ather getrieben und mit 15°), iger 
HCl fraktioniert. Der restliche Farbstoff geht in 18°/, ige Salz- 
-siiure. Nach dem Zuriicktreiben in Ather wird mit Natronlauge 
ausgeschiittelt und die entstehenden Flocken abfiltriert. Der 


gleiche Vorgang wird mit der 18°/, igen Salzsdure vollzogen. Die 
15°/,ige Fraktion bleibt einen Tag als Natronsalz an der Luft 
liegen, dann wird in Wasser gelést und mit wenig verdiinnter 
Siiure in Ather zuriickgetrieben. Das Spektrum hat sich gegen- 
iiber Phiophorbid deutlich verindert. Die beiden letzten Streifex 
sind nach Rot hin stark verbreitert und erscheinen verwaschen. 
Bei der erneuten Fraktionierung geht der erste Farbstoffanteil 
in 8°/,ige Salzsiure, der nichste in 10°/,ige. Mit 15°), iger 
Salzsiiure geht noch nicht aller Farbstoff aus dem Ather. 

Die 8°! ige HCl-Fraktion zeigt ein Spektrum, das von der 
Mitte aus gespreizt erscheint. 

Die 10°/,ige HCl-Fraktion hat Purpurin 7-Spektrum, das 
noch schwach die zweite Bande des Phiophorbids zeigt (Phyllo- 
bombycintyp). 

Die 15°/, ige HCl-Fraktion hat Phiophorbid a-Spektrum, 
ebenso wie der Restiither. 

Verseifung des Phiophorbids aus Seidenraupenkot mit methyl- 


alkoholischer Kalilauge. 30 mg Phiophorbid der 15°/, igen HUl- 
Fraktion werden mit heiBer methylalkoholischer Kalilauge nach 


Die 12°/)- und 15°/,ige Fraktion zeigen ebenfalls Phiophorbidspektrum, 
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der Vorschrift fir Chlorin e-Darstellung') 30 Sekunden verseift. 
| Die anschlieBende Fraktionierung iiber Ather—Salzsiure ergab 
in der Hauptsache Chlorin e, das als Ester sehr gut krystalli- 


sierte. Schmelzp. 205° Mischschmelzpunkt mit Chlorin e-ester 


 anderer Darstellungsart ergab keine Depression. 


Aufspaltung der Phiophorbidfraktion mit Methylalkohol—Diazo- 
methan.?) 300 mg von Phiaophorbidester der 15°/,igen Ester- 
fraktion werden in 6 ccm Pyridin gelést, mit 300 ccm Methyl- 
alkohol versetzt und 150 ccm einer Diazomethanlésung, aus 3 g 
Nitrosomethylharnstoft bereitet, zugesetzt. Nach 12 stiindigem 
Stehen wird in der tblichen Weise iiber Ather ausgearbeitet. Es 
entsteht in der Hauptmenge Chlorin e-Trimethylester (20 mg) vom 
Schmelzp. 208°, der mit Chlorin e-Trimethylester anderer Dar- 
stellungen keine Depression gibt. Als Nebenprodukt entsteht 
eine geringe Menge Phiopurpurin 7, dessen Anteil aber so gering 
ist, daB er nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 


Kalte Jodwasserstoffreduktion der Phiophorbidfraktion. 10 mg 
der Phiophorbidfraktion werden in 10 ccm reinem Llisessig bei 
Zimmertemperatur mit 2 Tropfen farbloser Jodwasserstofisiure 
einige Stunden stehen gelassen. Dann wird in der friher be- 
schriebenen Weise’) gereinigt. Es la8t sich sofort an der Schwer- 
léslichkeit erkennen, daB fast ausschlieBlich Iso-Phioporphyrin a, 
entstanden ist. Der spektroskopische Befund stimmt damit voll- 
kommen iiberein. 


HeiBe Jodwasserstofireduktion der Phaophorbidfraktion. 100 mg 
der 15°/, igen Phiophorbidesterfraktion werden in der iiblichen 
Weise bei 65° auf dem Wasserbad mit Jodwasserstoff (1,96) redu- 
ziert. Dann wird iiber Ather aufgearbeitet. Es entsteht fast 
quantitativ Phioporphyrin a,-ester, der aus Ather krystallisiert 
einen Schmelzpunkt von 273° aufweist. Mischschmelzpunkt mit 
Phioporphyrin a,-ester ergab keine Depression. 


4,497 mg Subst.: 11,775 mg CO,, 2,445 mg H,O. — 4,375 mg Subst.: 
0,361 ecm N, (21°, 720 mm). — 3,840 mg Subst.: 2,815 mg AgJ. 


C,,H,N,O, Ber. C 71,25 H6,32 N 9,24 OCH, 10,23 
Gef. ,, 71,41 ,, 608 ,, 9,08 » «9,69. 


Abbau der Phaophorbidfraktion mit Bromwasserstoff—Lisessig. 
150 mg der Phiophorbidesterfraktion werden in 20 ccm Brom- 


1) Willstatter u. Stoll, Chlorophyllbuch, S. 292, 
*) Liebigs Ann. 498, 221 (1932). 
’) H. Fischer u. J. Riedmair, Liebigs Ann. 505, 93 (1933). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XII. 


Berlin 1913. 


18 
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wasserstofi—Kisessig gelést und in einer Ampulle elngeschmolzey 
24 Stunden bei 50° gehalten. Es wird in Ather gegossen und 
fraktioniert. Die 2- und 4°/oige Fraktion zeigt Chloroporphy rin e,. 

Spektrum. AuBerdem geht in 7-, 9- und 12°/, ige Salzsiiure Farb. 
stoff, doch ist eine einheitliche Aust aktionierung des entstandeney 
Phylloerythrins und Phioporphyrin a, nicht mdglich. 

Reinigung der Phaophorbid-Esterfraktion mit verdiinntem, kaltem 
Alkali.') 0,4g Phiophorbid-Esterfraktion werden in 40 cem Pyridin 
und 150 ccm Aceton gelést und in eine 3 fach tubulierte Flasche 
gegeben. Durch den einen Tubus wird Stickstoff eingeleitet, durch 
den zweiten geht ein Quecksilberriihrer und der dritte ist mit 
einem 150 ccm Scheidetrichter versehen. Sowohl die Phiophorbid- 
lésung, als auch die bereitete 0,02 n-Kalilauge werden zu Beginn 
des Versuches 10 Minuten lang unter Stickstoffdurchleiten gekocht 
und dann ebenfalls in Stickstoff auf 0° abgekiihlt. Unter Stick- 
stoff wird dann in Eiskiihlung das Alkali rasch zur Phiophorbid- 
lésung in der 3 fach tubulierten Flasche gegeben und unter Riihren 
15 Sekunden behandelt. Dann wird sofort 11°/,ige Salzsiiure zu- 
gegeben. Das ausflockende Material wird in einem Scheidetrichter 
mit 3 Liter Ather durchgeschiittelt, wobei der Farbstoff quanti- 
tativ in Ather geht. Jetzt wird mit verdinnter Kalilauge durch- 
geschiittelt. Der verseifte Anteil wird so entfernt und ‘kon ge- 
trennt aufgearbeitet werden. Er besteht zum gréBten Teil aus 
Purpurin 7, doch ist es so weitgehend mit Phiophorbid ver- 
unreinigt, daB seine Isolierung miBlingt. Der restlich im Ather 
verbleibende Farbstoff hat reines Phiiophorbid-Spektrum. Er geht zu 
gleichen Teilen in 15- und 18°/,ige Salzsiure. Ein kleiner Teil geht 
ferner in 22°/,ige Salzsiure, doch ist hier die Absorption in Blau 
nicht rein. Die 15- bzw. 18°/,ige Fraktion krystallisiert gut aus 
Ather und kann aus Aceton umkrystallisiert werden. 

Phasenprobe 15°/,: + Phasenprobe 0,02 n: — 
” 18°/): + + 

Der Hauptanteil wurde von der 15°/, igen Fraktion mit 160 mg 
geliefert. Es zeigte sich jedoch, daf hier Verseifung des Methyl- 
phiophorbids eingetreten war, wie dies auch die Analyse ergibt. 
Ferner zeigt die katalytische Hydrierung (vgl. spiiter), dab die 
Reinigung sehr mangelhaft gelungen ist. Die 18°/,ige Fraktion 
ergab 80 mg. Die Purpurinfraktion machte schitzungsweise 20" , 
der verarbeiteten Gesamtmenge aus. 





1) J. Amer. Chem. Soc. 58, 839 (1933). 
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4,497 mg Subst.: 11,590 mg CO,, 2,505 mg H,O. — 3,585 mg Subst.: 
0.262 eem N, (20°, 712 mim). — 3,875 mg Subst.: 1,732 mg AgJ. 

15°/,ige Fraktion. 
CysHygN,O, Ber. C 70,91 H 6,13 N 9,46 OCH, 5,24 
Gef. ,, 70,28 ,, 6,23 ,, 7,98 ,, 5,91. 

5,005 mg Subst.: 13,180 mg CO,, 2,890 mg H,O. — 3,245 mg Subst.: 
0,279 eem Ny (21°, 720 mm). —- 4,245 mg Subst.: 3,320 mg AgJ. 

18°/,ige Fraktion. 
CupHyN,O; Ber. C 71,25 H 6,32 N 9,24 OCH, 10,23 
Gef. ,, 71,82 ,, 6,46 ,, 9,38 » 10,33. 

Die Wiederholung dieses Versuches ergab das fast vdllige 
Verschwinden der 15°/,igen Fraktion, Die 18°/,ige Fraktion 
bildet den Hauptanteil und die Purpurinfraktion betriigt wieder- 
um etwa 20—25°/,. 

4,780 mg Subst.: 12,505 mg CO,, 2,785 mg H,O. — 3,570 mg Subst.: 
0,296 cem N, (22°, 710 mm). — 4,265 mg Subst.: 3,215 mg AgJ. 

18°/,ige Fraktion. 
C,,HyN,O, Ber. C 71,25 H 6,32 N 9,24 OCH, 10,23 
~ _ ie , 4 , 806 4 888 

Spektroskopische Untersuchung von Phaophorbid a-Phaopurpurin 18- 
Gemischen. Es wurden Gemische von Phiophorbid a und Phio- 
purpurin 18 in bestimmten Gewichtsverhaltnissen hergestellt, in 
Pyridin—Ather gelést und spektroskopisch untersucht. 

Das Gemisch, das 10°/, Phaopurpurin 18 in Phaophorbid a 
enthielt, zeigte inn Phiiophorbidspektrum einen deutlichen Vor- 
schatten im Rot bei etwa 694 mu. Die 1. und 2. Phiophorbid- 
bande ist mit reinem Phiophorbid identisch, die vierte und 
fiinfte ist um etwa 1 mu nach Rot hin verschoben. Bei den Ge- 
mischen, die zwischen 10 und 5°/, Phiopurpurin 18 im Phiio- 
phorbid enthalten, verwischen sich diese kleinen Unterschiede 
immer mehr und bei 4,5°/, Phiopurpurin 18 ist spektroskopische 
Identitiit erreicht. Dieses letzte Gemisch wurde einer Fraktio- 
nierung unterzogen und es erwies sich, da8 mit 7°/, HCl nur 
noch ein ganz unbetriichtlicher Purpurinanteil entzogen werden 
konnte. Die héheren Fraktionen zeigten alle Phiophorbidspektrum 
und eine erneute Fraktionierung ergab keine weitere Abtrennung 
von Purpurin 7. 

Phyllin der 18°/,igen, gereinigten Phaophorbidfraktion. Nach 


der bekannten Methode') der Phyllindarstellung mit Grignardlésung wurden 
5cem Athyl-Grignardlésung soweit abgedampft, da8 kein Ather mehr 





1) Liebigs Ann. 501, 116 (1933). 


18* 
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vorhanden war. Dann wurden 4 ccm Propylalkohol unter Eiskiihlung 2y. 
tropfen gelassen. Unterdessen wurden 25 mg der gereinigten Phiophorbid. 
fraktion in 5ccm Propylalkohol unter Stickstoff heiB gelést und der Grignard. 
lésung zugesetzt. Nun wird mindestens '/, Stunde in Stickstoffatmosphiire 
auf dem Wasserbade erhitzt. Die griine Lésung wird nach dem Abkiihlen 
in 150 ccm Ather gegossen und mit Wasser und prim. Natriumphosphat 
der Propylalkohol herausgewaschen. Das erhaltene Spektrum stimmt mit 
dem Phyllinspektrum des Phiophorbid a vollstindig tiberein. Die Phasen. 
probe ist negativ. 

Die katalytische Hydrierung der 15°/,igen, gereinigten Phi. 
phorbidfraktion. Die nach Conant gereinigte, 15°/,ige Fraktion wurde 
in der iiblichen Weise unter Zusatz von Palladium als Katalysator in Eis. 
essig der Hydrierung unterworfen. Die Reoxydation an der Luft ergab 
ein Porphyringemisch, das ungefiihr 50°/, Phioporphyrin a, und 50°/, Phiio- 
porphyrin a, enthielt. Das Phioporphyrin a, wurde durch seine charakte- 
ristische spektroskopische Verschiebung bei der Veresterung mit Diazo- 
methan erkannt. 


Katalytische Hydrierung des rohfraktionierten Seidenraupenkot. 
extraktes. Der Seidenraupenkot wurde mit Aceton extrahiert und das 
Aceton im Vakuum bei Zimmertemperatur entfernt. Dann wurde in Eis- 
essig aufgenommen und filtriert. Die katalytische Hydrierung dieses Rob- 
extraktes gelang nicht. Es wurde deshalb der Rohextrakt einmal iiber 
Ather mit 15°/,iger HCl gereinigt. Dann wurde in der iiblichen Weise 
unter Palladiumzusatz hydriert. Es entstand wieder ein Porphyringemisch, 
das aber diesmal nur etwa 10°/, Phioporphyrin a, enthielt. Das Phiio- 
porphyrin a,, das die Hauptmenge darstellte, zeigte als Ester einen Schmelz- 
punkt von 274° und gab mit Phioporphyrin a,-ester anderer Darstellungs- 
art keine Depression. Das Phioporphyrin a, wurde wieder durch seine 
charakteristische spektroskopische Verschiebung bei der Veresterung mit 
Diazomethan erkannt. 
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Uber eine einfache Methode 
zur Bestimmung der Fructose im Blut. 
Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1933.) 


In der vorliegenden Arbeit soll iiber eine einfache Methode 
zur Bestimmung der Fructose im Blut neben Glucose berichtet 
werden. Dieselbe beruht darauf, daB Fructose im Gegensatz zu 
Glucose beim Erhitzen mit Phosphor-Molybdinsiure-Reagens 
(P.MoS.R.) nach Folin-Wu!?) bzw. nach Folin’) eine Blaufarbung 
gibt, die mit n/100-KMnO, in der Kialte auf farblos titriert wird.*) 
Die Bestimmung gelangt im eiweiBfreien Blutfiltrat zur Aus- 
fiihrung, welches man nach Folin-Wu oder nach Hagedorn- 
Jensen in der Modifikation von Steinitz und Riesen‘) be- 
reitet. Zur Analyse werden 2 ccm Folin-Wu-Blutfiltrat bzw. 
0,2 ccm Vollblut benétigt. 


In den letzten Jahren sind verschiedene Methoden zur Bestimmung 
der Fructose im Blut ausgearbeitet worden. Ihre gemeinsame Grundlage 
ist, daB beim Kochen von Fructose mit Diphenylamin und Salzsiure eine 
Blau-Violettfirbung entsteht, die sich mit Amylalkohol ausschiitteln 1iBt. 
Der erhaltene Farbton wird entweder direkt mit der Fiirbung einer Reihe 
gleichbehandelter Standardlésungen von aufsteigender Konzentration ver- 
glichen oder colorimetrisch gemessen. Wir verweisen diesbeziiglich auf die 
Arbeiten von van Creveld‘), Radt*), Corley’, Oppel’ und Steinitz 
und Riesen’) [vgl. dazu auch Dische’)], bei denen sich auch die dlteren 
Literaturangaben finden. 


Schon Spoehr und Strain®*) haben gezeigt, daB Fructose 
P.MoS.R. betriichtlich reduziert. Kine quantitative Bestimmung, 
beruhend auf dieser Reaktion, wurde unseres Wissens jedoch 
noch nicht ausgebaut. Neben Fructose geben beim Erhitzen mit 
diesem Reagens auch Dioxyaceton, Glycerinaldehyd, Methyl- 





*) Die beiden Reagentien zeigen Unterschiede in der Zusammensetzung 
und im Acidititsgrad. 
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glyoxal, Ketol (3-Oxyacetonylaceton) und Acetol eine intensive 
Blaufairbung.’’) Da unter normalen Verhiltnissen diese Ver. 
bindungen im Blut noch nicht nachgewiesen worden sind, so 
beeintrachtigen sie die Bestimmung der Fructose bei experi. 
menteller Fructosimie nicht. 










A. Bestimmung der Fructose in waBrigen Losungen. 


Zur Ausarbeitung der Methodik verwendeten wir Fructose- 
lésungen von bekannter Starke, die wir durch Verdiinnen einer 
0,1°/,igen Stocklésung darstellten. Letztere bereiteten wir aus 
dem Schering-Kahlbaumschen Priparat: Fructose reinst, 
krystallines Pulver. 2 ccm dieser Lésungen wurden jeweils in 
einem Reagenzglas mit 2 ccm P.MoS.R. nach Folin-Wu bzy. 
nach Folin versetzt, gut durchgemischt und im kochenden Wasser- 
bad erhitzt. Die hierbei auftretende Blaufiirbung ist, wie die 
anschlieBende Gegeniiberstellung zeigt, weitgehend von der Dauer 
des Erhitzens abhiangig. 


So verbrauchten 2 ccm einer Fructoselésung mit einem Gehalt von 
0,2 mg nach verschieden langem Kochen folgende Mengen von n/100-KMnQ,. 








: . P.MoS.R. nach 
Zeit des Erhitzens , 
ecm n/100-KMnQO,' cem n/100-KMnO, 





5 0,05 | 0,09 





10 0,14 | 0,22 
15 0,21 | 0,32 
20 0,28 | 0,42 
25 0,41 | 0,54 
30 0,46 | 0,58 


Mit Riicksicht auf die Abhingigkeit des KMnO,-Verbrauches 
von der Dauer des Erhitzens haben wir bei den weiteren Ver- 
suchen letztere mit 25 Minuten festgelegt. Diese Zeit mul genau 
eingehalten werden. Eine Nachreduktion wurde durch sofortiges 
Kiithlen der Glaser verhindert. Die n/100-KMnO,-Lisung be- 
reiteten wir tiglich frisch durch Verdiinnen einer n/10-Lésung 
und kontrollierten ihren Titer gegen eine n/100-Oxalsiurelésung. 
Die Titration des blauen Reduktionsproduktes des P.MoS.R. au! 
farblos fiihrt man in der Kilte unter gutem Umschiitteln durch. 
Der Endpunkt der Titration ist sehr scharf und gut erkennbar. 
Ein Uberschu8 von KMn0, (leicht erkennbar an einem anfangs 
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violetten Farbton) mu8 unter allen Umstiinden vermieden werden, 
da derselbe infolge der Weiteroxydation der mutmaBlichen Spalt- 
produkte der Fructose allmihlich verschwindet. Bei héheren 
Fructosekonzentrationen sind die Lésungen am Ende der Titration 
nicht farblos, sondern schwach gelb gefirbt. Die kleine Uber- 
sichtstabelle zeigt auch, daB bei Verwendung des P.MoS.R. nach 
Folin der KMnO,-Verbrauch gréSer ist als wie bei dem Reagens 
nach Folin-Wu. 2 ccm Folin-Wu-Reagens und 2 ccm Wasser 
geben fir sich allein, 25 Minuten lang erhitzt, praktisch keine 
titrierbare Blaufarbung. Hingegen verbrauchen 2 ccm Folinsches 
Reagens unter analogen Bedingungen 0,02 ccm n/100-KMnQ,. 
Dieser Wert wurde bei den weiteren Versuchen regelmibig in 
Abzug gebracht. Die bei der Reduktion erhaltene Blaufairbung 
veriindert sich beim Stehen an der Luft nicht. Man ist daher 
nicht gezwungen, die Bestimmungen am selben Tage noch zu 
Ende zu fiihren, was unter Umstiinden als angenehm empfunden 
werden diirfte. 

2cem Fructoselésung (0,2 mg) und 2 cem P.MoS.R. 25 Minuten lang 


erhitzt verbrauchten nach verschieden langem Stehen immer die gleiche 
Menge KMnQ,. 





Zeit des Stehens P.MoS.R. nach 
nach dem Erhitzen Folin-Wu | Folin 
in Stunden —_| cem n/100-KMnO, | cem n/100-KMnO, 

















8/, 0,41 0,54 

5 0,42 0,53 
24 0,41 0,54 
48 0,42 0,53 
95 0,48 0,54 


Zahlreiche Bestimmungen an Fructoseliésungen verschiedener 
Konzentration haben ergeben, da8 beim Erhitzen mit P.MoS.R. 
nach Folin lmg Fructose 2,70 cem n/100-KMnO, ent- 
sprechen bezw. 2,05 ccm n/100-KMnO, bei Verwendung des 
Folin-Wu-Reagens. Die Reduktion verliuft innerhalb der 
untersuchten Grenzen proportional der Fructosekonzentration. Die 
Tab. I gibt die Versuche wieder. Bei der Berechnung des theo- 
retischen KMnO,-Verbrauches wurden die oben genannten Zahlen 
fir 1 mg Fructose zugrunde gelegt. Fir die Bestimmungen 
wurden jeweils 2 ccm Fructoselisung und 2 ccm Reagens zu- 
sammen erhitzt. 
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Tabelle I. 


Bestimmung der Fructose in wi8rigen Lésungen mit P.MoS.R. 
nach Folin-Wu und nach Folin. 





























oi peer ia Folin-Wu, ccm n/100-KMnO,! Folin, eem n/ 100-KMn0, 
pro 100 cem gef.**) @ ber.***) gef.) | bert) 
1 0,05 0,041 0,07 0,054 
2,5 0,11 0,1025 0,15 0,135 
5 0,20 0,205 0,27 0,27 
10 0,41 0,41 0,54 0,54 
15 0,61 0,615 0,80 0,81 
20 0,82 | 0,82 1,06 1,08 
25 1,03 1,025 1,33 1,35 
40 1,65 1,64 2,12 2,16 
50 2,02 2,05 286 270 











*) Unter Beriicksichtigung der Verdiinnungsverhiiltnisse im Folin- 
Wu-Blutfiltrat (1:10) entsprechen diese Konzentrationen einem Fructose- 
gehalt von 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 400 und 500 mg-?/,. 


**) Mittelwert aus 3—4 Bestimmungen, die untereinander nicht mehr 
als 0,01—0,02 cem n/100-KMnO, differierten. 


***) 1 mg Fructose = 2,05 ecm n/100-KMnQ,. 
+) 1 mg Fructose = 2,70 cem n/100-KMnQ,. 


Aus Tab.I geht die gute Ubereinstimmung zwischen den 
gefundenen und den berechneten KMnO,-Werten hervor. Nu 
bei ganz niedrigen Fructosekonzentrationen sind die Zahlen etwas 
zu hoch. Bei Verwendung des P.MoS.R. nach Folin findet sich 
eine betriichtliche Abweichung erst bei der Liésung mit 50 mg-°),. 
Der hier erhaltene Wert ist wesentlich zu niedrig. Liésungen 
von so hoher Konzentration miissen demnach vorher verdiinnt 
werden. Mehr P.MoS.R. zuzusetzen ist unstatthaft, da die 
fiir die Berechnung zugrunde gelegten Zahlen nur dann Geltung 
haben, wenn von der Fructoselésung und dem P.MoS.R. gleiche 
Volumina zusammen erhitzt werden (in unserem Falle je 2 ccm). 
Eine Verschiebung dieses Volumverhiltnisses zugunsten des 
P.MoS.R. fihrt, wie die anschliefende Zusammenstellung zeigt, 
zu einem erhéhten KMnO,-Verbrauch. Die Ursache dafiir liegt 
allem Anscheine nach in der dadurch bedingten gréBeren Siure- 
konzentration der Lésung. 


2 cem Fructoseliésung (0,5 mg) wurden mit wechselnden Mengen P.MoS.k 
25 Minuten gekocht. 
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P.MoS.R. nach 
Zugesetztes 
P.MoS.R. Folin-Wu, cemn/100-KMnO,! Folin, cem n/100-KMn0O, 
in ccm gef. | ber.*) gef. | ber.**) 
i 1,04 1,025 132 8 86| «1,85 
3 1,32 1,025 1,42 | 1,35 
4 1,47 1,025 1,52 | 1,35 
5 1,59 1,025 1,61 | 1,35 
*) 1 mg Fructose = 2,05 cem n/100-KMnQ,,. 
**) 1 mg Fructose = 2,70 cem n/100-KMnQ,. 


B. Bestimmung der Fructose in waBrigen Losungen neben Glucose. 


P.MoS.R. nach Folin-Wu oder nach Folin wird von Glucose 
nur sehr wenig reduziert. So verbrauchen 0,2 mg Glucose nach 
dem Erhitzen mit P.MoS.R. nach Folin-Wu0,015ccm n/100-KMnO, 
und bei Verwendung von Folinschem Reagens 0,023 ccm n/100- 
KMn0O,.t) Die Reduktionswirkung der Glucose ist also bei beiden 
Reagentien etwa 20—25mal so klein als wie bei der Fructose. 
Zur Bestimmung der Fructose neben Glucose wurden Lésungen 
mit wechselnden Konzentrationen dieser beiden Verbindungen her- 
gestellt und davon jeweils 2 ccm mit 2 ccm Reagens 25 Minuten 
im Wasserbad gekocht. In Tab. II sind die Korrekturen fiir die 
Reduktionswirkung der Glucose bereits angebracht. 


Tabelle IL. 


Bestimmung der Fructose neben Glucose in wiBrigen Lésungen 
mit P.MoS.R. nach Folin-Wu und nach Folin. 





























Vorgelegt 2 cem einer P.MoS.R. nach 
Lésung, : | . 
enthaltend in 100 eem pire oo) F one ) 
cem n/100- | 100- 
Fructose | Glucose : ese | seer se = 
mg-°/, mg-°/, gef.") | ber.) | gef.*) | ber.***) 
| — aes | —— 
oe . | 5 we 4 Om | ope) -ope 
10 | 10 041 | O44 | O68 | 0,54 
~~ |. 2 040 | 041 | 055 | 0,54 





*) Mittelwert von 3—4 Bestimmungen, die untereinander nicht mehr 
als 0,01—0,02 cem n/100-KMnO, differierten. 
**) 1 mg Fructose = 2,05 eem n/100-KMnQ,. 
***) 1 mg Fructose = 2,70 cem n/100-KMnQ,. 





+) Diese KMnO,-Werte wurden aus Versuchen mit der 10-fachen Konzen- 
tration berechnet. 












966 Richard Stéhr, 


C. Bestimmung der Glucose in wafrigen Losungen neben Fructose. 


Handelt es sich darum, in waBrigen Lésungen Glucose und 
Fructose nebeneinander getrennt zu bestimmen, so ermittelt man 


zunichst die Fructosekonzentration mit Hilfe des P.MoS.R. Hierau{ 


bestimmt man die Gesamtreduktion mit einer der iiblichen Re. 
duktionsmethoden und bringt davon die auf die Fructose ent- 
fallende Reduktion in Abzug. Die verbleibende Restreduktion gibt 
die Konzentration der Glucose in der Lésung an. Dieses Ver. 
fahren ist ohne weiteres auf das eiweibfreie Blutfiltrat tibertragbar, 

Zur Bestimmung der Gesamtreduktion von Fructose und 
Glucose verwendeten wir die Folinsche Blutzuckermethode.?) 
100 mg Fructose reduzieren bei dieser Methode wie 96 mg Glucose, 
Die Anwesenheit von Fructose beeintrichtigt die Bestimmung der 
Glucose nicht. Tab. III gibt die Bestimmung der Glucose aus 
Gemischen dieser beiden Hexosen von bekannter Konzentration 
wieder. 

Tabelle III. 


Bestimmung der Glucose neben Fructose aus der Gesamtreduktion nach Folin. 




















, . m Gesamtreduktion (ausgedriickt in mg-°/,, Glu- 
Vorgelegt 2 “de sapigguerned Lteung, cose) minus Reduktion der Fructose (100 mg 
enthaltend in 100 cem Fructose = 96 mg Glucose) = mg-°/, Glucose. 
Glucose | Fructose | ___Verwendeter Glucosestandard 
mg-°/, | mg-°/, 10 mg-°/, 20 mg-®,, | 30 mg-°/, 
5 | 5 4.6 
5 10 4,8 
| 
10 | 5 9,4 
10 10 9,6 
10 | 15 9,6 
20 | 5 19,5 
20 | 10 19,5 





Will man mit Hilfe der Blutzuckermethode von Hagedorn- 
Jensen aus der Gesamtreduktion den Blutzuckergehalt berechnen, 
so verfiihrt man analog wie oben, indem man wieder zuerst mit 
Hilfe des P.MoS.R. die Fructosekonzentration im Blut feststellt 
und diesen Betrag von der Gesamtreduktion in Abzug bringt. Fir 
klinische Zwecke diirfte es geniigen, wenn man fiir 100 mg Fructose 
96 mg Glucose einsetzt. Beziiglich der genauen Reduktionswerte 
der Fructose bei verschiedenen Konzentrationen yerweisen wir auf 
die Arbeit von Weise und Brand"), die diese Werte fiir die 
Methode von Hagedorn-Jensen bestimmt haben. 
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D. Bestimmung bekannter Mengen von Fructose 
im eiweiBfreien Blutfiltrat. 
I. EiweiBfreies Blutfiltrat nach Folin-Wu. 

2ccm eiweiBfreies Blutfiltrat, dargestellt nach Folin-Wu, 
verbrauchen nach 25 Minuten langem Erhitzen mit 2 com P.MoS.R. 
durchschnittlich 0,05—0,06 ccm n/100-KMnO,, je nachdem, ob 
man das P.MoS.R. nach Folin-Wu oder nach Folin verwendet. 
Dieser KMnO,-Verbrauch ist gréBer als dem Reduktionswert eines 
normalen Blutzuckers von etwa 100 mg-°/, entspricht. Es miissen 
demnach im Blut noch andeer Substanzen enthalten sein, die eine 
geringe Reduktion des P.MoS.R. verursachen. Dieser Reduktions- 
wert scheint aber, wie zahlreiche Untersuchungen an verschiedenen 
Blutprobent) ergeben haben, nur ganz minimalen Schwankungen 
unterworfen zu sein (0,01 ccm n/100-KMnO,), so daB er bei der 
Bestimmung der Fructose im Blut als ,,Blindwert* abgezogen 
werden kann. Eine Anderung erfahrt derselbe nur dann, wenn 
eréBere Schwankungen des Blutzuckers zu erwarten sind. Dies 
kann man aber durch die kombinierte Bestimmung der Fructose 
und der Gesamtreduktion ohne weiteres feststellen. Die dies- 
beziiglichen Korrekturen des Blindwertes gehen aus den Angaben 
in Abschnitt B hervor. 


Blutplasmaproben wurden mit bekannten Mengen Fructose versetzt 
und dann nach Folin- Wu enteiweiBt. Fiir die Bestimmung wurden 2 cem 
eiweiBfreies Blutfiltrat mit der gleichen Menge P.MoS.R. nach Folin ver- 
setzt und 25 Minuten gekocht. In Tab. 1V sind der Einfachheit halber die 
zugesetzten Fructosemengen in mg-°/, Fructose pro 100 cem Blut ausgedriickt. 
Der Blindwert ist bereits in Abzug gebracht. 


Tabelle IV. 


Bestimmung der Fructose im eiweiBfreien Blutfiltrat nach Folin-Wu. 











Zugesetzte Fructose -K) 
S in mg-°/9 ee eres inset sie KMnO, es 
pro 100 cem Blut gef.*) ber.**) 
50 0,28 | 0,27 
100 0,54 0,54 
150 0,79 0,81 
200 1,07 1,08 





*) Mittelwert aus 3—4 Bestimmungen, die untereinander nicht mehr 
als 0,01—0,02 eem n/100-KMn0O, differierten. 
**) 1 mg Fructose = 2,70 cem n/100-KMnQ,. 


Die Berechnung des Fructosegehaltes im Blut nimmt man nach den 
anschlieBenden Formeln vor: 


7) Blutzucker etwa 70—110 mg-°/,. 
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a) bei Verwendung von P.MoS.R. nach Folin-Wu: 
feem n/100-KMnO, — 0,05 cem7)] x 500 
2,05 
b) bei Verwendung von P.MoS.R. nach Folin: 
[eem n/100-KMnO, — 0,06 cem+)] x 500 
2,70 
Dieses Berechnungsschema gilt nur dann, wenn 2 cem Folin-Wy. 
Filtrat mit 2 cem P.MoS.R. 25 Minuten lang gekocht werden. 





= mg-°/, Fructose; 





= mg-°/, Fructose. 


II. EiweiBfreies Blutfiltrat nach Hagedorn-Jensen 
in der Modifikation von Steinitz und Riesen. 


Auch bei der von Steinitz und Riesen*) modifizierten Ent. 
eiweiBungsmethode von Hagedorn-Jensen lassen sich zugesetzte 
Mengen von Fructose innerhalb der Fehlerquellen quantitatiy 
wiederfinden. 


0,2 cem Blut wurden in ein Gemisch von 2 cem Zinksulfat (Original- 
Zinklésung nach Hagedorn-Jensen, dargestellt durch Verdiinnen der 
Stocklésung) und 0,8 ccm Natronlauge (6,25 ccm 2n-NaOH auf 100 cem auf. 
gefiillt) eingeblasen und die Pipette mit der Fliissigkeit mehrmals gut aus. 
gespiilt. Nach 3 Minuten langem Kochen wurde durch ein trocknes Filter 
filtriert und 1,5 cem des erkalteten eiweiBfreien Filtrates (entsprechend 
0,1 eem Blut) mit 1,5 cem P.MoS.R. nach Folin in der iiblichen Weise 
25 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt. Auch bei dieser Enteiweifungs- 
methode ergibt sich die Notwendigkeit, einen Blindwert von 0,04—0,05 ccm 
n/100-KMnO, in Abzug zu bringen. Die in Tab. V enthaltenen Fructose- 
konzentrationen sind wieder in mg-°/, pro 100 ccm Blut ausgedriickt. Der 
Zusatz der Fructose erfolgte in unserem speziellen Falle in der Weise, dai 
die 2 ccm Zinksulfat wechselnde Mengen von Fructose enthielten. Auch 
in Tabelle V ist der Blindwert bereits in Abzug gebracht. 


Tabelle V. 


Bestimmung der Fructose im eiweiBfreien Blutfiltrat nach Hagedorn-Jensen 
in der Modifikation von Steinitz und Riesen. 


























Zugesetzte Fructose ecm n/100-KMnO, 
in mg-°/, linlbestesibiecinints 
pro 100 cem Blut gef.*) | ber.**) 
50 0.14 | 0,135 
100 0,27 | 0,27 
150 0,42 | 0,405 
200 0,55 | 0,54 





*) Mittelwert aus 3—4 Bestimmungen, die untereinander nicht melr 
als 0,01—0,02 eem n/100-KMnO, differierten. 
**) 1 mg Fructose = 2,70 ccm n/100-KMn0Q,. 





+) Blindwert fiir einen Blutzuckergehalt von etwa 100mg-°/o. 
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Der Fructosegehalt im Blut, ausgedriickt in mg-°/, pro 100 cem Blut, 
ergibt sich bei Beniitzung von 1,5 ccm Blutfiltrat und 1,5 ccm P.MoS.R. aus 
den folgenden Formeln: 


a) bei Verwendung von P.MoS.R. nach Folin-Wu: 
feem n/100-KMnO, — 0,04 ecm7)] x 1000 





- = mg-°/, Fructose; 
2,05 4 i0 


b) bei Verwendung von P.MoS.R. nach Folin: 
feem n/100-KMnO, — 0,05 cem7)] x 1000 
2,70 
Untersuchungen iiber die Anwendbarkeit dieser Methode fiir 
die quantitative Bestimmung der Fructose im Harn sind beab- 
sichtigt. 


= mg-°/, Fructose. 





Zusammenfassung. 


Es wurde iiber eine einfache titrimetrische Methode zur Be- 
stimmung der Fructose im Blut neben Glucose berichtet. Zur 
Bestimmung werden 2 ccm eiweiBfreies Folin-Wu-Blutfiltrat oder 
0,2 ccm Vollblut bendétigt. 
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Uber die Einwirkung von Ozon auf Porphyrine. 
1. Mitteilung. 


Von 


Hans Fischer und Mladen DeZelié. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
und dem Chemischen Institut der Universitit Zagreb (Agram), Jugoslawien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1933.) 


Atioporphyrin ist gegen Ozon relativ hinfillig. Von H. Fi- 
scher und A. Treibs!) wurde Atioporphyrin bis zu Oxalsiiure 
und Salmiak abgebaut. Andererseits wurden unter Hinwirkung 
von konzentrierter Schwefelsiiure und Wasserstoffsuperoxyd griine 
Farbstoffe mit spezifischer Absorption im Rot beobachtet?), die 
an Chlorophyllderivate erinnerten und es lag nahe, durch Herab- 
setzung der Ozonkonzentration Abbauprodukte mit erhaltenem 
Porphinkern zu gewinnen. In der Tat gelang es, durch Ozoni- 
sation verschiedener Porphyrine nicht nur Ozonide zu erhalten, 
sondern auch Kérper zu isolieren, die in ihren spektralen Eigen- 
schaften den Chlorophyllderivaten ihnelten. 

Bei der Ozonisierung des Atioporphyrins in Chloroform beob- 
achtet man schon nach kurzer Behandlung mit schwachem Ozon 
einen Umschlag der roten Farbe der Porphyrinlésung ins Oliv- 
griine. Dabei tritt im roten Teil des Spektrums eine intensive 
Absorption bei ungefihr 650 my ein, die auch fiir Chlorophyll- 
derivate charakteristisch ist. Wenn man den Versuch in diesem 
Stadium unterbricht, kann man aus der Chloroformlésung einen 
olivgriinen Kérper isolieren, der sich in Methylalkohol und Ather 
mit gleicher Farbe lést, rot fluoresciert und ein dem Phiophorbida 
auffallend ‘hnliches Spektrum besitzt. Simtliche Streifen sind 
um etwa 11 mu nach Blau verschoben. Mit Atiochlorin ver- 
glichen, waren die Spektren nicht ahnlich, kein einziger Streifen 
deckt sich und das Chlorinspektrum ist dabei viel komplizierter. 





) Liebigs Ann. 457, 232 (1927). 
*) H. Fischer u. Mitarb., Liebigs Ann. 452, 302 (1927). 
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Den Analysenergebnissen nach entstehen bei der Ozonisierung 
des Atioporphyrins Tri- und Diozonide, je nachdem, wie lange 
man das Ozon einwirken lift. Diese Koérper sind in Methyl- 
alkohol leicht léslich und aus diesem Lésungsmittel konnte man 
sie durch Zugabe von Wasser in krystallisiertem Zustand erhalten. 
So dargestellte Ozonide enthalten mehr oder weniger Krystall- 
wasser. Bei lingerer Behandlung mit Ozon entfirbt sich die 
Atioporphyrinlésung, das Absorptionsspektrum verschwindet und 
aus der Liésung war nur eine blaBgelbe schmierige Substanz iso- 
lierbar, vielleicht ein Tetraozonid. Bis jetzt ist es auch noch 
nicht gelungen ein Monoozonid des Atioporphyrins zu erhalten. 
Bei diesem OxydationsprozeB entsteht wahrscheinlich eine Ein- 
lagerung von Ozon in die Doppelbindungen der Methinbriicken 
im Porphinkern, entsprechend dem Schema: 


Auffallend ist die hervorragende Reaktionsfihigkeit von nur 
3 Doppelbindungen, wihrend 4 tatsichlich vorhanden sind. Wahr- 
scheinlich wird der von 2 Doppelbindungen flankierte Pyrrolkern 
nur ungeniigend bzw. halbseitig mit dem QOzon reagieren und 
dieses steht in Ubereinstimmung mit friiheren Erfahrungen; denn 
mit Rése wurde beim Tetra-Chlormesoporphyrin die Labilitit 
eines Chloratoms festgestellt und auch bei der Rhodinreaktion 
z.B. des Koproporphyrins reagiert nur ein Propionsiiurerest. Uber 
das Verhalten der Rhodine gegen Ozon ganz allgemein soll in 
einer gesonderten Untersuchung berichtet werden. 


Das Ozonoxydationsverfahren besitzt nicht nur wegen der 
Aufklirung der Feinstruktur des Porphinkerns Interesse, sondern 
auch, weil auf diese Weise aus den Porphyrinen Kérper mit 
chlorophyllihnlichen Eigenschaften entstehen. Diese Reaktion 
verliuft nicht einfach, hier entstehen auch weitgehende Neben- 
reaktionen. Bei langer Einwirkung von Ozon auf Atioporphyrin 
entstehen Abbauprodukte, die man bis jetzt noch nicht eindeutig 
identifizieren konnte, da sie nicht in krystallisiertem Zustand 
erhalten wurden. Aus einer friiheren Arbeit!) geht hervor, daf 
durch lange Behandlung des Atioporphyrins mit Ozon in Chloro- 
form Oxalsiiure [neben Ammoniumchlorid] und nicht definierte, in 
Wasser unlésliche Oxydationsprodukte entstehen. 


') H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 457, 209 (1927). 
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Da _ gegebenenfalls hierbei Methylaithylmaleinimid gebilde 
werden kann, das noch eine reaktionsfahige Doppelbindung }p. 
sitzt, haben wir dies gesondert der Kinwirkung von Ozon unter. 
zogen und hierbei das schén krystallisierende Monoozonid des 
Methylithylmaleinimids erhalten, das bei 89° schmilzt. 

Kérper mit phaophorbidihnlichem Spektrum entstehen ays 
Atioporphyrin dann, wenn die Konzentration des Ozons ungefiihr 
1°/,ig ist und die Behandlung nicht zu lange dauert. Bei den 
bisherigen Versuchen konnte man beim Abbau des Atioporphyrins 
mit Ozon kein Methylithylmaleinimid beobachten; wahrscheinlich 
entsteht dabei das Ozonid des Methylathylmaleinimids. Wenigstens 
tritt bei der Verarbeitung der fiir dieses Ozonid charakteristische 
eigenartige Geruch auf. Es gelang jedoch noch nicht, das Ozonid 
in krystallisiertem Zustand zu isolieren. 

Die Analyse des phaophorbidihnlichen Kérpers aus Atio- 
porphyrin stimmte auf ein Diozonid. Wenn zwischen je eine 
Methingruppe und je einen Pyrrolkern je ein Molekil Ozon ein- 
getreten ist, so ware das im Effekt ungefaihr gleichbedeutend mit 
dem Vorhandensein einer Methylengruppe im Porphyrinmolekiil 
und wiirde diese Auffassung in guter Ubereinstimmung mit unserer 
Konstitutionsauffassung der Phorbide stehen. 

Weiterhin wurde Atiohaimin in Chloroform mit Ozon be- 
handelt; dabei entstand ein Monoozonid, das dem spektroskopischen 
Befund nach ein breites Absorptionsband im roten Teil des Spek- 
trums bei 670 my besitzt, und bemerkenswerterweise beim Er- 
hitzen wieder in das urspriingliche Atiohamin tibergeht. Es scheint 
sich also hier um ein relativ lockeres Ozonanlagerungsprodukt 
zu handeln und es ist auffallend die starke Spektralinderung, 
die durch den KEintritt des Ozons herbeigefiihrt wird. Eisen 
scheint hier eine gewisse Rolle zu spielen, da ein Monoozonid 
entsteht, was beim Atioporphyrin bis jetzt nicht erreicht werden 
konnte. Bei langerer Einwirkung von Ozon auf Atiohiimin ent- 
steht eine blaBgelbe Substanz, die bis jetzt noch nicht niher 
untersucht wurde. 

Um zu sehen, wie sich auch andere Porphyrine gegen Ozon 
verhalten, sind Ozonisationsversuche mit Iso-Uroporphyrin und 
2,3,5,8-Tetramethyl-1,4-dipropyl-6, 7-dipropionsiure- 
porphin’) und dessen Ester ausgefiihrt worden. In allen diesen 
Versuchen konnte festgestellt werden, daB zuerst Oxydations- 





') Veréffentlichung erfolgt demniichst (H. Fischer). 
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produkte mit charakteristischen Spektren entstehen und daB bei 
lingerer Behandlung mit Ozon das Absorptionsspektrum ver- 
schwindet. Auch bei diesen Porphyrinen war durch mildere 
Oxydation mit Ozon Grimfirbung und eine starke Absorption 
im roten Teil des Spektrums bei ungefahr 650 my zu beobachten. 

Zu den Oxydationen mit Ozon wurden vorliufig solche Por- 
phyrine, die gesattigte Seitenketten besitzen, gewihlt; demgemif 
wurde ein ibersichtlicher Verlauf der Reaktion erwartet. Mit 
diesen Versuchen wurde bewiesen, daB alle Porphyrine durch 
Qzon dbnliche Veriinderungen erleiden, nimlich dab das Ozon 
auf die Doppelbindungen der Methingruppen im Porphinkern ein- 
wirkt, ohne Riicksicht auf die #-Substituenten. 

Bemerkenswert ist, daB die mit Ozon behandelten Porphyrine, 
deren Analysenzahlen gut auf Ozonide stimmen, ziemlich schwer 
die Reaktionen, die fiir Ozonide charakteristisch sind, geben. So 
verliuft z.B. die typische Reaktion mit Jodkali negativ. Im 
Wasser behandelt, auch lingere Zeit im Bombenrohr bei 140° 
erhitzt, léste sich das Atioporphyrinozonid nur teilweise. Das 
Wasser gibt keine Reaktion mit Fehlingreagens, gibt aber eine 
positive Reaktion mit Phenylhydrazin. Die Ozonide des Atio- 
porphyrins sind gegen Reduktionsmittel, wie Jodwasserstoffsiure, 
Na-Amalgam und Zinkstaub ziemlich resistent. 

Weiter wurde versucht, Atioporphyrin mit Bleidioxyd zu oxy- 
dieren. Wenn man die Oxydation mit Bleidioxyd in Schwefel- 
siure durchfiihrt, entsteht Methylithylmaleinimid.') Fihrt man 
aber diese Oxydation in Chloroformlésung in Gegenwart von Eis- 
essig oder mit Hilfe von Bleitetraacetat durch, entsteht Atio- 
xanthoporphyrinogen.?) Porphyrine nehmen bei letzterem Oxy- 
dationsverfahren 4 Atome Sauerstoff auf. Es war aber denkbar, 
daB bei Abstufung des Vorganges, so, dai die Oxydation milder 
vor sich geht, auch Zwischenprodukte entstehen kénnen. Wirk- 
lich gelang es, das Atioporphyrin mit Bleidioxyd so zu oxydieren, 
da8 es in einen griinen Korper iibergeht; dieser Kérper konnte 
auch isoliert werden. Er ist fast schwarz, lést sich in Chloro- 
form und Ather mit oliygriiner Farbe. Diese Liésungen fluores- 
cieren rot. Das Spektrum hat: mehrere Absorptionsstreifen und 
ein charakteristisches Absorptionsband im roten Teil des Spektrums 
bei 710—670 mu. 


‘) H. Fischer u. Klarer, Liebigs Ann. 450, 193 (1926). 
*) H. Fischer u. Treibs, Liebigs Ann. 457, 209 (1927). 
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Selbstverstindlich wird das Ozonverfahren auf andere Por. 
phyrine, insbesondere Protoporphyrin und Hamin sowie Gallen. 
farbstoff und Chlorophyll und seine Derivate ausgedehnt. 


Fraulein Dr. Jordan und Herrn Dr. Unterzaucher sind 
wir fiir die Durchfiihrung der Mikroanalysen zu groBem Danke 
verpflichtet. 

Versuche. _ 

Triozonid des Atioporphyrins. 1 g Atioporphyrin wird in 
300 com Chloroform gelést und mit 1°/,igem Ozon ungefihr 
6 Stunden behandelt. Die Porphyrinlésung wird fortwihrend 
spektroskopisch beobachtet und die Behandlung mit Ozon dann 
unterbrochen, wenn das Atioporphyrinspektrum verschwindet und 
ein breites Absorptionsband im roten Teil des Spektrums bei 
650 mu entsteht. Das Chloroform wird im Vakuum eingeengt, 
Methylalkohol zugegeben und nochmals im Vakuum stark ein- 
geengt. Es fillt eine briunlich-griinliche Substanz aus, die in 
Methylalkohol und Chloroform leicht léslich ist. Diese Substanz 
wird aus Methylalkohol—Wasser umkrystallisiert und im Vakuum 
iiber konzentrierter Schwefelsiure bei Zimmertemperatur getrocknet. 
Schmilzt unscharf bei 100° unter Aufblihen (Analyse I). Noch- 
mals in Methylalkohol gelést und der Methylalkohol stark im 
Vakuum eingeengt; dabei fallt eine schmierige Substanz aus, die 
durch langes Reiben krystallisiert. Im Hochvakuum iiber P,0, bei 
60° 24 Stunden getrocknet. Diese Substanz hat keinen richtigen 
Schmelzpunkt, sondern sintert ab 150° unter Aufblahen (Analyse IU. 
Hoher erhitzt zersetzt sie sich unter Gasentwicklung, trotzdem 
bleibt noch immer im roten Teil des Spektrums der charakte- 
ristische, breite Absorptionsstreifen. 

I. 5,100 mg Subst.: 10,715 mg CO,, 2,940 mg H,O. — 3,330 mg Subst.: 
0,256 cem N, (19°, 713 mm). 

C,.H;,N,0,-2'/, H,O Ber. C 57,55 H 6,49 N 8,40 
Gef. ,, 57,47 , 6,82 ,, 8,43. 

II. 5,392, 4,865 mg Subst.: 12,195, 11,005 mg CO,, 3,140, 2,920 mg H,0. — 

3,295 mg Subst.: 0,280 cem N, (25°, 721mm). — 3,770 mg Subst.: 0,055 mg Ag(l. 
C,,H,,N,0, Ber. C 61,71 H 6,15 N 9,00 
Gef. ,, 61,68, 61,69 ,, 6,52, 6,72 ,, 9,23 Cl 0,35. 

Aus der stark eingeengten methylalkoholischen Mutterlauge 
wird durch Zugabe von Wasser ein zweiter Teil der Substanz 
gefiallt, dieser wird durch Reiben zur Krystallbildung gebracht 
und abgenutscht. Die Substanz wird nochmals aus Methylalkohol- 
Wasser umkrystallisiert und im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 
Sintert ab 110° unter Aufblahen (Analyse IID). 
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III. 5,670, 4,691 mg Subst.: 12,450, 10,245 mg CO,, 3,220, 2,705 mg 
H,O (Spur Asche). — 3,130 mg Subst.: 0,250 cem N, (18°, 712 mm). — 5,650 mg 


Subst.: 0,110 AgCl. 
C,,HssN,0.-H,O Ber. C 59,98 H 6,29 N 8,75 Cl 0,48 
Gef. ,, 59,89, 59,56 ,, 6,35, 6,45 ,, — 8,78 


Die Substanz wurde bei 60° im Hochvakuum 24 Stunden lang nach- 
getrocknet; dabei verliert sie Wasser, ungefiihr einem Mol entsprechend. 
Die getrocknete Substanz ist hygroskopisch. 


Spektroskopischer Befund in Methylalkohol: 

_ Alle 3 Substanzen haben das gleiche Spektrum. 
I, 654,0—633,1; II. 586,7...; III. 530,3—522,9; IV. 502,1—489,1; 
End-Abs. 461. 

Reihenfolge der Intensitit: I, IV, II, HU. 

Diozonid des Atioporphyrins. 0,25 g Atioporphyrin werden 
in 50 cem Chloroform gelést; diese Lésung wird '/, Stunde mit 
1°/,igem Ozon behandelt. Die Flissigkeit farbt sich braun, im 
roten Teil des Spektrums zeigt sich ein neuer starker Streifen 
bei etwa 650 mu. Die Chloroformlésung wird im Vakuum giinz- 
lich eingeengt. Die zuriickgebliebene Substanz wird in Methyl- 
alkohol geliést und filtriert, es bleibt ein Teil am Filter, der sich 
als unveriindertes Atioporphyrin erweist (etwa 0,05 g). Die methyl- 
alkoholische Lésung wird im Vakuum stark eingeengt und mit 
wenig Wasser versetzt. Der ausgeschiedene Krystallbrei wird 
abgenutscht, getrocknet und gewogen. Ausbeute: 0,21 g. 

Diese Substanz wird mit 360 ccm Ather ausgeschiittelt, ein 
Teil bleibt in Ather ungelést. Die Atherlésung wird filtriert und 
im Scheidetrichter mit 5°/,iger HC] ausgewaschen zum Entfernen 
des restlichen Atioporphyrins. Durch Zugabe von viel destilliertem 
Wasser und 10°/,igem Ammoniak wird die Siure aus dem Ather 
herausgewaschen. Bei diesem Verfahren list sich in Wasser— 
Ammoniak ein Teil mit orangegelber Farbe, der den charakte- 
ristischen Streifen im Rot besitzt. Dann wird so lange in Ammoniak— 
Wasser gewaschen, bis sich die Waschfliissigkeit nicht mehr gelb 
firbf. Die Atherschicht wird noch mit destilliertem Wasser ge- 
waschen, Den Atherauszug trocknet man durch wiederholtes 
Filtrieren durch trockne Filter und engt bis auf 50ccm ein. Nach- 
her noch im Vakuumexsiccator eingeengt, wird die dabei aus- 
geschiedene Masse abfiltriert und getrocknet. Diese Substanz lést sich 
sehr leicht in Ather, Methyl- und Athylalkohol, Chloroform und 
Kssigester, Aus Methylalkohol—Wasser umkrystallisiert, werden 
die ausgeschiedenen Krystalle mit etwas Methylalkohol—Wasser 
gewaschen. Zur Analyse aus Chloroform—Petrolither umkrystalli- 
19* 
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siert, und im Hochvakuum bei 60° getrocknet. Sintert ab 112° 
beim héheren Erhitzen tritt Zersetzung ein. Die Substanz is 
hygroskopisch (Analyse I). 
I. 5,640 mg Subst.: 13,610 mg CO,, 3,505 mg H,O. — 3,370 mg Subst,: 
0,292 cem N, (26°, 719 mm). 
Cs,H,,.N,0,°H,O Ber. C 64,84 H 6,80 N 9,46 
Cy2H33N,O,-"/,H,O ,, 5, 65,95, 6,75 —,,_ 9,62 
Gef. ,, 65,81 ,, 6,95 ,, 9,86. 
Spektroskopischer Befund in Ather: 











I. 660,0—631,0; II. (sehr schwach) 614,0; III. 597,3—586,8; IV. 523,s: 
645,0 590,5 
V. 505,9—485,6; End-Abs. bei 440. 
491,5 





Reihenfolge der Intensitit: I, V, IV, II, II. 


Die atherische Lisung ist olivgriin und fluoresciert rot. Mit 
Phiophorbid a tibereinanderprojiziert zeigt es sich als sehr ‘hn- 
lich, nur sind samtliche Streifen nach Blau verschoben. Mit Atio- 
chlorin keine spektroskopische Ahnlichkeit. & 

Der in Ather ungeléste Teil wird in Methylalkohol gelist 
und diese Lésung im Vakuum eingeengt, mit Wasser gefallt und 
abgesaugt. Im Vakuum bei 50° getrocknet, hat die Substanz 
keinen richtigen Schmelzpunkt, sie sintert bei 110°, zersetzt sich 
bei héherer Temperatur (Analyse I1). 

II. 4,145 mg Subst.: 9,530 mg CO,, 2,485 mg H,O. — 3,520 mg Subst: 
0,299 ccm N, (26°, 719 mm). 

C,,H,,N,O,-2H,O Ber. C 62,93 H6,93 N 9,18 
oe , C820 , Cit 4 HA. 

Im Hochvakuum bei 90° getrocknet, verliert die Substanz 
ungefaihr 6°/, an Gewicht, was gut auf 2 Mol Wasser stimmt. 
Die scharf getrocknete Substanz ist stark hygroskopisch. 

Ozonisierung des Atiohimins. Monoozonid. 0,25 g Atiohiimin 
werden in 50 ccm Chloroform gelést und diese Lésung 1/, Stunde 
mit 1°/,igem Ozon behandelt. Die rotbraune Farbe der Lisung 
wird dabei tiefbraun. Jetzt wird das Chloroform im Vakuum eit- 
geenet und die krystallinische Masse in Methylalkohol gelést und 
filtriert. Diese wird im Vakuum stark eingeengt, die ausgeschie- 
dene Substanz abgenutscht und mit Petrolather gewaschen, aus 
Methylalkohol—Wasser umkrystallisiert und. im Hochvakuum bei 
60° getrocknet. Die Substanz hat bis 250° keinen Schmelzpunkt. 
Sie veriindert sich aber ab 150° und das Atiohiiminspektrum er- 
scheint wieder. Die Substanz ist leicht in Chloroform, wenige! 
in Ather léslich und unléslich in Petroliither. 
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, ee 5,383 mg Subst.: 11,835 mg CO,, 2,975 mg H,O, 0,539 mg Fe,0,. 
, ist CygHggN,0,FeCl-H,O Ber. C 60,61 H 6,06 Fe 8,81 
: C,.Hg,N,0;FeCl-1'/, H,O oo @ Se » a8 ., 8,68 
Gef. ,, 59,96 ,, 618 ,, 7,00. 
Spektroskopischer Befund in Chloroform: 
I. 675,5—665,0; End-Abs. 540... 448,5. 
670,0 

Wenn die Lésung von 0,25 g Atiohiimin in 50 com Chloro- 
form 1 Stunde mit Ozon behandelt wird, verschwindet die Farbe 
der Lésung und dabei scheidet sich eine gelbliche Substanz aus. 
Die ganze “Lésung riecht stark stechend (acetylchloridihnlich, was 
bei der Ozonisierung des Atioporphyrins nicht beobachtet war). 
Die ausgeschiedene blaBgelbe Substanz war schmierig und léste 
sich leicht in Methylalkohol. Das Chloroform wurde im Vakuum 
eingeengt. Die gebliebene hellgelbe Lésung reagiert stark sauer, 
obwohl das verwendete Chloroform vollkommen neutral war.') Die 
Lisung wird sodaalkalisch gemacht, dabei scheidet sich ein weiBer 
Niederschlag aus. Dieser wird ausgeiithert und die Atherlésung 
_ eingeengt, es bleibt ein schmieriger gelber Riickstand. Durch 
_ Sublimieren im Vakuum konnte man kein Methylathylmaleinimid 

nachweisen. Die Krystallisation wurde auf verschiedene Weise 

angestrebt, doch konnte sie bis jetzt noch nicht erreicht werden, 

so daB die nihere Untersuchung dieser Substanz vorliufig unter- 

bleiben muBte. 


Ozonisierung des 2,3,5,8-Tetramethyl-1, 4-dipropyl-6, 7-dipropion- 

sdureporphins und dessen Ester.2) 50 mg Porphyrin werden in 

WZ 30 cem Pyridin gelést und durch diese Lésung wurde 3/, Stunde 

t Ozon durchgeleitet. Dabei entsteht ein typischer Absorptions- 

streifen im roten Teil des Spektrums. Das Pyridin wird im 

n Vakuum eingeengt, die gebliebene Masse in Methylalkohol gelést 

e und filtriert. Der in Methylalkohol ungelist gebliebene Teil zeigt 

7 sich als unverindertes Ausgangsmaterial. Die methylalkoholische 
Lisung gab folgendes Spektrum: 


I. 653,4—638,0; II. 601—596,5; III. 580,0—574,4; IV. 564,8—546,7; 
eri: om 7 street * | ) 
. 644.3 598,8 577,2 555,8 
VY. 527,1; End-Abs. 443,5. 
Reihenfolge der Intensitiit: I, IV, V, Ii, IL. 
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‘) Das Chloroform wurde mit Wasser ausgeschiittelt und die wiBrige 
Lisung ergab mit Silbernitrat bei Anwesenheit von Salpetersiiure einen 
starken Niederschlag yon Chlorsilber. 

*) Veréffentlichung erfolgt demnichst. (H. Fischer). 
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Nach lingerer Behandlung mit Ozon verschwindet die Farbe 
und das Spektrum des Porphyrins und die Lisung wird fas 
farblos. Der Methylester ergab ein ihnliches Resultat. 

Ozonisierung des Iso-Uroporphyrinesters I. 5 mg Uroporphyriy 
werden in 20 ccm Chloroform gelist und diese Lésung 10 Minuten 
mit schwachem Ozon behandelt. Die rote Farbe des Porphyring 
wird braun und das Absorptionsspektrum indert sich. 


Spektroskopischer Befund in Chloroform: 
I. 656,2—642,8; II. 626,5; III. 579,0; IV. 553,0; V. 540,7—530,7. 








ae —_—_—_—_——, 
649,5 535,7 
VI. 513,0—490,0; End.-Abs. 431,3. 
501,5 


Reihenfolge der Intensitit: I, VI, V, I, IV, Il. 


Methylathylmaleinimid mit Ozon behandelt. 0,1 g Methyl. 
iithylmaleinimid wird in etwa 30 ccm Chloroform gelist. Diese 
Lésung wird 2 Stunden mit 1°/,igem Ozon behandelt. Wiabhrend 
der Behandlung konnte man die Beobachtung machen, daB sich, 
besonders am Einleitungsrohr, weiSe Krystalle abschieden, die 
sich aber durch Umrihren wieder lésen. Das Chloroform wird 
im Vakuum stark eingeengt, dabei fallt eine weiBe krystallinische 
Substanz aus, die abgesaugt wird. Im Vakuum iiber P,O, und 
KOH getrocknet. 

Aus Chloroform umkrystallisiert, erhilt man schéne weibe 
Blattchen. Schmelzp. 89°. 

5,010 mg Subst.: 8,230 mg CO,, 2,265 mg H,O. — 3,895 mg Subst.: 
0,265 cem N, (19°, 712 mm). 

C,H,NO, (M = 187,07) Ber. C 4490 H4,85 WN 7,49 

Gef. ,, 44,80  ,, 5,06  ,, 7,45. 

Die Substanz ist schwer in Wasser léslich. Aus Jodkali- 
lésung scheidet sie“Jod aus. Mit Fehlingreagens erhalt *man eine 
schwach positive Reaktion. 

Auffallend ist die groBe Bestiindigkeit des Kérpers. List 
man ihn in konzentrierter Schwefelsiiure und léBt ihn dann iiber 
Nacht stehen, scheiden sich schéne prismatische Krystaile aus, 
die nach Absaugen und Trocknen bei 86—87° schmelzen. Beim 
Mischschmelzpunkt mit dem Monoozonid des Methylithylmalein- 
imids tritt keine Depression ein. Die Substanz bleibt also im wesent- 
lichen unverindert, allerdings ergab die Analyse 43,26°/, Kohlen- 
stoff und 4,99 °/, Wasserstoff. 
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Glycerinaldehydphosphorsadure als Wasserstoffdonator.’) 
Von 


B. Goézsy. 


(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie, Universitat Szeged, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Dezember 1933.) 





Nachdem der Glycerinaldehydphosphorsiiureester in letzter 
Zeit von Embden und Meyerhof als erstes Glied der Zymo- 
phosphatspaltung erkannt worden ist, schien es wiinschenswert 
diese Substanz im Dehydrierungsversuch zu priifen. Als Material 
diente der gewaschene Taubenbrustmuskel. Fiir die Herstellung 
des Esters (8-Glycerinaldehyd—phosphorsaures Calcium, Dihydrat), 
sind wir Herrn H.O. L. Fischer, Basel, zu tiefem Dank verbunden. 

Die Dehydrierungsversuche wurden nach Thunberg in der 
in diesem Laboratorium iiblichen Weise ausgefiihrt.?) 

Der gewaschene Brustmuskel entfiirbt Methylenblau unter 
unseren Versuchsbedingungen nur iiuferst langsam. Wird zu- 
gleich 5 mg des Esters zugegeben, so verkiirzt sich die Entfairbungs- 
zeit nicht wesentlich. Wird aber zusammen mit dem Ester auch 
0,5 mg des Co-Ferments von Szent-Gyiérgyi zugegeben, so tritt 
eine rasche Entfiirbung ein. Der Glycerinaldehydphosphor- 
siureester ist also ein sehr aktiver Wasserstoffdonator. 
Seine Aktivierung ist an die Anwesenheit von Co-Fer- 
ment gebunden. 

Wie es aus den friiheren Arbeiten dieses Laboratoriums 
hervorgeht, wurden aus der langen Reihe erprobter Substanzen 
bis jetzt nur zwei gefunden), die unter ‘hnlichen Bedingungen 
als Wasserstoffdonator dienen und deren Aktivitét an die An- 


') Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Josiah Macy jr.-Stiftung 
ausgefiihrt. 

*) I. Banga u. A. Szent-Gyérgyi, Biochem. Z. 246, 203 (1932). 

*) Uber Literatur des Co-Fermentes sowie Dehydrierung von Apfel- 
siure und Glutaminsiure vgl. C. G. Ohlson, Zur Kenntnis des Einflusses 
von Adenylsiuren auf gewisse enzymatische, speziell oxydative Prozesse im 
Muskelextrakt. Diss. Lund, 1933, Walter de Gruyter & Co., Leipzig. 
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wesenheit desselben Co-Fermentes gebunden ist: Milchsiiure unq 
Fructosediphosphat.') 

Die vergleichenden Resultate der Versuche mit den dre; 
Substanzen sind in folgender Tabelle wiedergegeben. Die Zeiten 
sind Mittelwerte aus mehreren Versuchen. Aus dieser Tabelle 
geht hervor, daB die beiden Phosphorsiureester ungefihr gleich 
aktiv und viel aktiver als die Milchsiure sind. 

Aus diesen Versuchen geht ferner hervor, daB die beiden Artey 
des Kohlenhydratabbaus, die durch Oxydation und durch Spaltung 
erfolgen, bis zur Stufe des Glycerinaldehydphosphorsiureesters 
zusammen gehen, falls das Kohlenhydrat nicht als Fructose. 
diphosphat oxydativ angegriffen wird. Wir gedenken unsere Ver- 
suche demnichst auf den Phosphorsiureester des Dioxyacetons 


auszudehnen. 

















Substrat M enge Entfirbungezeit 
in mg in Minuten 

36 + 
, . 10 15 
Milchsiure 5.0 16 
2,5 19 
10 2 
Hexose- | 5 2 
diphosphor- 2,5 3 
siure | 1,0 5 
0,5 9 
Glycerin- 10 8 
aldehyd- 5 3 
phosphor- 2,5 4 
siure 1,0 12 








1) Fiir die Substanz sind wir Herrn Prof. C. Neuberg dankbar. 
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